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RESUMEN 
 
El cultivo de papa es uno de los principales cultivos a nivel mundial. No obstante se ve 
seriamente afectado por diferentes patógenos, dentro de los cuales uno de los que ha 
venido cobrando gran importancia es el plasmodiophorido Spongospora subterranea 
f.sp. subterranea, disminuyendo la productividad del cultivo y la calidad para su 
exportación. Dentro de las principales estrategias para el control de la enfermedad esta 
la implementación de variedades resistentes mediante el mejoramiento genético por 
selección asistida por Marcadores moleculares (MAS). En esta investigación se 
identificaron genes que pueden ser utilizados como marcadores de selección en 
programas futuros de mejoramiento genético para incrementar la resistencia del cultivo 
de papa a la sarna polvosa. Para ello se evaluó la expresión diferencial de genes de las 
variedades Criolla Colombia y Criolla Latina, contrastantes por su resistencia a Sss 
mediante la pirosecuenciación de su transcriptoma después de la infección con el 
patógeno. Se seleccionaron los genes identificados por presentar expresión diferencial 
(metalotioneina, inhibidor de pectin metilesterasa, alfa-galactosidasa, proteína putativa 
de resistencia a tinzón tardío y fitolquinasa), con el fin de evaluar sus niveles de 
expresión en 10 materiales de la Colección Colombiana de S. phureja, que presentaban 
diferentes niveles de resistencia y susceptibilidad a la enfermedad, mediante RT-PCR en 
tiempo real. Adicionalmente se propusieron métodos bioinformáticos alternativos para 
el análisis de resultados. 
. 
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ABSTRACT 
 
The potato is a major crop worldwide. But is seriously affected by different pathogens, 
among which one that has been gaining great importance is the plasmodiophorid S. 
subterranea f.sp. subterranea, reducing the crop productivity and quality for export. 
Among the main strategies to control this disease exists the resistant varieties 
implementation through genetic improvement by marker-assisted selection (MAS). In 
this research we identified genes that can be used as selection markers in future 
breeding programs to increase the resistance of potato to powdery scab. We evaluated 
the differential expression of genes of the cultivars ―Criolla Colombia‖ and ―Criolla 
Latina‖  contrasting by its resistance to Sss by pyrosequencing their transcriptome after 
infection with the pathogen. Genes were selected to present differential expression 
(Metallothionein, pectinmethylesterase inhibitor, alpha- galactosidase, putative late 
blight resistance protein and phytolkinase), to evaluate their expression levels in 10 
accessions of the S. phureja collection with different levels of resistance and 
susceptibility to disease by real time RT-PCR. Additionally we proposed alternative 
bioinformatics methods for analyzing results.       
. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
El cultivo de papa se encuentra en el cuarto lugar dentro de los cultivos más importantes 
a nivel mundial después del trigo, arroz y maíz (Bonilla, Puentes y Morales, 2009).  El 
centro de origen de la papa se encuentra en la región andina de Suramérica, 
produciéndose cerca de 16 millones de ton en 2007 (Fajardo, 2011). En 2003 Colombia 
ocupó el puesto 20 entre los productores de papa en el mundo, aunque su participación 
fue de apenas el 0,9%. Los cinco productores principales, China, Rusia, India, Estados 
Unidos y Ucrania, concentraron el 53%. 
La papa es el cuarto cultivo en producción agropecuaria nacional con 2,9 millones de 
Ton, el noveno en extensión con 165.294 ha. y el sexto en valor de la producción. Su 
participación en el valor real de la producción agropecuaria nacional representó el 3,6%, 
el 4,3% del total del área cultivada en el país y el 10,4% de la superficie cultivada con 
productos transitorios (Fajardo, 2011). 
Dentro de las variedades más cultivadas y con mayor demanda en el mercado local se 
encuentra la papa criolla, Solanum phureja, que debido a sus características de textura y 
sabor, además de su alto valor nutricional se ha convertido en un producto de gran 
potencial para el mercado internacional. No obstante, las cantidades exportadas, no han 
sido significativas ni abastecen la demanda por el producto, lo cual es el resultado de la 
falta de materia prima de buena calidad (Cevipapa, 2004). 
Lo anterior se debe principalmente a que la papa es el producto agrícola que demanda la 
mayor cantidad de fungicidas, insecticidas y fertilizantes químicos, después del café, 
dada su alta susceptibilidad a diferentes plagas y enfermedades (Fajardo, 2011). Dentro 
de las principales plagas están la polilla guatemalteca (Tecia solanivora), el gusano 
blanco (Premnotrypes vorax), las chizas (varias especies), el tiroteador (Naupactus sp.), 
además de es seriamente afectada por diversos microorganismos como Erwinia 
carotovora, Ralstonia solanacearum, Streptomyces scabies, Rosellinia sp., Rhizoctonia 
solani, Phytophthora infestans y Sss, agente causal de la sarna polvosa de la papa y 
vector del (PMTV). 
Dichas enfermedades causan pérdidas considerables en la producción, por lo que un 
manejo adecuado de las enfermedades es fundamental para el buen desarrollo del 
cultivo. Las principales técnicas de manejo incluyen el empleo de fungicidas, técnicas 
culturales como la rotación de cultivos, uso de semilla libre del patógeno, control del 
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riego y manejo de suelo, y el uso de variedades resistentes. Esta última se ha 
consolidado como una de las más efectivas, y ambientalmente sostenible, especialmente 
para el control de patógenos habitantes del suelo de difícil manejo con productos 
químicos, como Sss (Herrera, Fierro y Moreno, 2000). 
Sss ocasiona la sarna o roña polvosa de la papa, y actualmente es considerada como una 
de las más grandes problemáticas para el cultivo de la papa ya que limita de manera 
importante la comercialización de tubérculos, pudiendo incluso inhabilitar zonas enteras 
para este cultivo, por los altos niveles de infestación de los suelos con quistosoros. El 
principal daño que ocasiona este patógeno es cosmético, generando un aspecto 
desagradable del producto, reduciendo su valor comercial y siendo un factor limitante 
para la exportación, especialmente de semilla. Adicionalmente, se ha detectado que 
también puede provocar enanismo, marchitez, muerte prematura de la planta y 
disminución de los rendimientos de tubérculos comerciables (Lucero, 1998). 
La grave problemática ocasionada por esta enfermedad se debe fundamentalmente a que 
su manejo es complicado, dada su alta capacidad resistencia, su larga permanencia en 
suelos infestados y la facilidad con la que se dispersa. Debido a lo anterior la estrategia 
más efectiva para su manejo radica en la obtención de materiales resistentes o tolerantes 
a la enfermedad (Merz y Falloon, 2008). Actualmente los programas de mejoramiento 
que buscan dichos materiales resistentes están acoplados a la selección Asistida por 
Marcadores Moleculares (MAS), y a través del cruzamiento de variedades comerciales 
con materiales silvestres que presenten algún grado de resistencia. Mediante estos 
métodos se han obtenido algunas variedades resistentes (Genet et al., 1995; Nitzan et 
al., 2008; Nitzan et al., 2010), sin embargo se desconocen las bases genéticas asociadas 
a la resistencia y los genes potencialmente implicados en dichas respuestas. 
El análisis de genes diferencialmente expresados es una de las estrategias empleadas 
para encontrar genes asociados a resistencia. Mediante técnicas como Northen blotting y 
microarreglos, diversos estudios se han enfocado en la búsqueda de genes asociados con 
respuestas de defensa, dentro de este campo, los mayores avances en el cultivo de papa, 
se han realizado en la evaluación de genes involucrados en respuesta de defensa a 
patógenos foliares, especialmente contra el oomycete Phytophthora infestans. (Trognitz, 
2002; Evers, 2003; Roning et al., 2003).  
A pesar de que ambas técnicas permiten generar un perfil de expresión de alta calidad, 
su aplicabilidad se reduce a un número limitado de genes, son complejos 
experimentalmente y requieren complicados análisis de datos (Morozova et al., 2009). 
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Recientemente los avances en técnicas moleculares como la secuenciación de siguiente 
generación, PCR y RT- PCR en tiempo real han facilitado la búsqueda de genes 
asociados a la resistencia de plantas a patógenos, generando mayores cantidades de 
información que con los métodos tradicionales y con una baja complejidad 
experimental. 
Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de esta investigación fue identificar genes 
que puedan ser utilizados como marcadores de selección en programas futuros de 
mejoramiento genético asistido por marcadores, para incrementar la resistencia del 
cultivo de papa a la sarna polvosa.  
Para ello se evaluó la expresión diferencial de genes de las variedades Criolla Colombia 
y Criolla Latina, contrastantes por su resistencia a Sss mediante la pirosecuenciación de 
su transcriptoma después de la infección con el patógeno. Se seleccionaron los genes 
identificados por presentar expresión diferencial (metalotioneina, inhibidor de pectin 
metilesterasa, alfa-galactosidasa, proteína putativa de resistencia a tinzón tardío y 
fitolquinasa), con el fin de evaluar sus niveles de expresión en 10 materiales de la 
Colección Colombiana de S. phureja, que presentaban diferentes niveles de resistencia y 
susceptibilidad a la enfermedad, mediante RT-PCR en tiempo real. Adicionalmente se 
propusieron métodos bioinformáticos alternativos para el análisis de resultados.  
Este proyecto se encuentra enmarcado en el macroproyecto ―Evaluación fenotípica y 
genotípica de la Colección Colombiana de Solanum phureja por resistencia a 
Spongospora subterranea‖ financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo 
Rural. 
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2 MARCO TEÓRICO 
 
2.1 EL CULTIVO DE PAPA 
 
La papa es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial. Su mercado es 
variado, siendo sus principales usos el consumo fresco, así como productos procesados 
industrialmente dentro de los que se destacan la papas en hojuelas o chips, las papas 
precocidas y congeladas, la elaboración de harina y almidón de amplio uso en 
panadería. Adicionalmente, se le emplea en las industrias de la madera, papel, 
medicinas y de tejidos como goma aglutinante, además de su uso para la elaboración de 
vodka (Bonilla, Puentes y Morales, 2009). En el 2007 la producción mundial de papa 
fue de más de 325 millones de ton, siendo China el principal productor con 72 millones 
de ton; no obstante Latinoamérica también presentó un gran incremento en la 
producción de papa, alcanzando más de 15 millones de ton (FAO, 2008). 
 
En Colombia la papa ocupa un escalón alimenticio fundamental, lo cual se evidencia al 
representar el 1,25 % de los gastos en la canasta básica registrada por el DANE, además 
de ser el segundo renglón agrícola que más empleos directos genera con el 21,3 % 
dentro de los cultivos transitorios y el 3,9 % del empleo total de este sector. El 90% de 
la producción de papa se concentra en los departamentos de Cundinamarca (38,9%), 
Boyacá (27,3%), Nariño (16%) y Antioquia (9,5%), y el resto se distribuye entre 
Caldas, Tolima, los Santanderes y otras regiones del país (Ñústez, 2011). Según lo 
reportado por CEVIPAPA en 2004 los mayores rendimientos se obtienen en 
Cundinamarca y Antioquia, con registros superiores a 21 ton/ha, mientras que Boyacá 
presenta rendimientos promedio de 16 ton/ha, no obstante recientemente se ha visto una 
disminución notable en el area de siembra como en la producción del cultivo pasando de 
2.974.850 ton en 2002 a 2.652.449 ton en el 2010, lo cual se debe fundamentalmente a 
la disminución de consumo per-capita de papa en la población y a la liberación y 
adopción de nuevas variedades con mayor potencial de rendimiento en los principales 
departamentos productores (Ñústez, 2011). 
Las épocas de siembra propicias para el cultivo están determinadas por las condiciones 
climáticas, especialmente las temporadas de lluvias y la ocurrencia de heladas; la 
siembra de año grande (50% del área sembrada), se realiza entre Enero y Marzo; 
mientras que la siembra de mitaca (30% del área) ocurre en los meses de Junio a 
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Agosto; y el 20% restante se distribuye en siembras escalonadas durante el año en zonas 
con microclimas favorables (Carreño, 2009). La producción óptima de papa se da en un 
rango de altura entre los 2500 y 3000 m.s.n.m, aunque también se cultiva para uso 
comercial entre los 2000 y 3500 m.s.n.m.  
 
En el país existen más de 30 variedades de papa pero únicamente 10 de estas son 
importantes comercialmente. La variedad parda pastusa es la más cultivada y de mayor 
demanda para consumo fresco, principalmente en Boyacá. Sin embargo, esta variedad 
ha sido desplazada en Cundinamarca por la variedad Pastusa Suprema. También se 
cultiva mayoritariamente la Diacol Capiro (o R12 negra), que es empleada en la 
industria, el consumo fresco y la exportación. Las variedades ICA Puracé y la 
Tuquerreña o Sabanera, son preferidas para consumo fresco, especialmente en 
Cundinamarca (MADR, 2006; CORPOICA, 2010) Recientemente, se han liberado otras 
variedades como Pastusa suprema, Esmeralda y Rubí (Ñústez et al., 2009). Finalmente, 
la papa criolla es otra especie muy apetecida en mercados locales, especialmente del 
centro y sur del país. 
2.1.1 Papa criolla (Solanum phureja) 
 
La papa criolla cuenta con un alto valor nutricional, aporta vitaminas del complejo B 
como la niacina y la riboflavina, vitamina C y es una buena fuente de calcio y fósforo 
(Cevipapa, 2006). Adicionalmente su sabor, consistencia y cualidades para la cocina 
han hecho que ocupe uno de los primeros lugares de preferencia de compra (83%) 
(Bonilla, Puentes y Morales, 2009). 
La planta de papa criolla tiene en promedio 60 cm de altura, está conformada por varios 
tallos delgados de color verde claro y es ramificada en la parte baja de donde brotan 
flores color lila, blancas o rojas. El tubérculo es de tamaño pequeño, de forma redonda a 
ovoide, ojos de profundidad media distribuidos por toda la superficie, el tubérculo tiene 
matices amarillos y en algunos casos presenta tintes rojos; la planta puede producir 
hasta 40 tubérculos esparcidos en contorno. Las condiciones propicias para su cultivo 
están en un rango de temperatura entre 10° y 20°C, precipitaciones promedio de 900 
mm y un suelo de textura franca, suelta y profunda con un pH entre 5,2 y 5,9 además de 
un alto contenido de materia orgánica. Su periodo vegetativo requiere 4 a 5 meses y el 
producto fresco tiene una corta vida postcosecha, lo cual implica que su 
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comercialización se realice en el menor tiempo posible y en forma procesada o 
congelada (Cevipapa, 2006). 
A nivel mundial los dos países productores de papa criolla son Colombia y Ecuador,  
siendo la producción proveniente de este último muy reconocida en el mercado 
internacional.  
En Colombia, se ha estimado que área cultivada con Papa criolla puede corresponder a 
un porcentaje entre el 10% y el 16% del total de Papa común sembrada en el país, 
distribuida  principalmente en los departamentos de Cundinamarca, Boyacá, Nariño, y 
en menor proporción en Antioquia, Santander y Norte de Santander (Cevipapa, 2006).  
La Papa criolla tiene bastante aceptación en la canasta familiar, por lo cual la mayor 
parte de la producción es destinada al consumo interno. No obstante la incursión en la 
comercialización internacional de papa criolla colombiana ha tenido buenos resultados, 
especialmente en pequeñas exportaciones del producto congelado hacia Japón, España y 
Reino Unido, además de Estados Unidos donde participa en el mercado de este 
producto con un 80%, el resto es comercializado por Perú.  La procedencia de la papa 
congelada es  principalmente de Antioquia, Risaralda y Bogotá (Bonilla, Puentes y 
Morales, 2009).     
Aunque el comercio de este producto con Estados Unidos es creciente, Japón es el 
principal destino de papa criolla colombiana, importando 318 ton de  papa congelada en 
el 2004, (Bonilla, Puentes y Morales, 2009)  
 
La oferta de Papa criolla en Colombia es relativamente baja y no siempre logra 
satisfacer la demanda, lo que se debe a la estacionalidad del cultivo, además de la 
carencia de un clon que permita obtener un producto homogéneo en términos de 
calidad, sabor y consistencia para exportación. Otros factores limitantes son las 
enfermedades y las plagas del cultivo que desmejoran la calidad del producto o su 
apariencia, trayendo graves consecuencias para la comercialización, dadas las altas 
exigencias y estándares de la industria alimenticia.  
Como alternativa para dar solución a la anterior problemática la búsqueda y generación 
de nuevas variedades se constituye como la primera opción del mejoramiento genético. 
Para ello se han planteado como objetivos específicos a mediano plazo fortalecer la base 
genética de resistencia a Phytophthora infestans, que es la enfermedad más importante 
del cultivo; realizar mejoramiento poblacional para la resistencia a la sarna polvosa 
causada por S. subterranea, que ha limitado considerablemente el desarrollo del cultivo 
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en el oriente antioqueño y en diferentes municipios de Boyacá y Cundinamarca; y 
finalmente introducir resistencia a los virus PVY, PLRV y PYVV (Ñústez, 2011). 
 
2.2 SARNA POLVOSA DE LA PAPA 
 
2.2.1 Generalidades 
Una de las enfermedades que ha cobrado mayor importancia durante los últimos años en 
Colombia es la roña o sarna polvosa de papa, causada por el plasmodiofórido Sss.  
Los síntomas de la enfermedad se presentan en raíces y estolones, con la formación de 
agallas o tumores lisos; y en el tubérculo, con la formación de pústulas secas en la 
superficie (Torres, 2002). Sin embargo, esta enfermedad no solo afecta la apariencia 
externa de los tubérculos sino que también daña las raíces hasta descomponerlas 
totalmente, reduciendo significativamente la producción (Jaramillo y Botero, 2007). 
Falloon et al. (1996), sugirieron que la disminución en la productividad se debe a una 
alteración en la absorción de nutrientes y agua, afectando también la movilización de 
azucares producidos en la fotosíntesis hacia los tubérculos. 
Además de los daños mencionados, las zoosporas de Sss también trasmiten el PMTV, 
que ocasiona deformación de los tubérculos, aparición de arcos necróticos alrededor de 
la inserción de los estolones, amarillamientos foliares, mosaicos tipo aucuba y  
reducción en la producción de las plantas. 
Se ha reportado que los tubérculos afectados por Sss son más susceptibles a patógenos 
de papa como Phytophthora infestans, P. erythroseptica, Fusarium spp., y 
Colletotrichum atramentarium  (Harrison et al., 1997). 
La sarna polvosa es una enfermedad ampliamente distribuida en la mayoría de áreas 
productoras de papa en mundo y aunque su desarrollo es mejor en climas fríos y 
húmedos, también se ha reportado en climas secos y cálidos (Merz y Falloon, 2008). 
Los primeros reportes de esta enfermedad  provienen de Alaska (Carling, 1996), 
Pakistan (Ahmad et al., 1996), Costa Rica (Montera-Astua et al., 2002) y Corea del Sur 
(Kim et al., 2003) y recientemente se ha dispersando a países como Colombia, Corea y 
China (Merz y Falloon, 2008). La rápida diseminación de la enfermedad se debe 
fundamentalmente a que los quistosoros se transportan adheridos a los tubérculos-
semilla, en los empaques, sobre las herramientas, equipo agrícola y en el agua de riego 
(Merz y Falloon, 2008). El incremento de la incidencia también se debe a la persistencia 
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del inóculo en el suelo, el aumento de la producción de papa e irrigación en el cultivo y 
un incremento en el uso de variedades susceptibles (Merz y Falloon, 2008).   
En Colombia se reportó la enfermedad por primera vez en 1965 y actualmente se 
encuentra distribuida en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Boyacá y 
Nariño donde se ha reportado recientemente que afecta entre un 50 y 80% de la 
producción de cultivos de papa fuertemente afectados por sarna polvosa. Lo anterior 
genera importantes pérdidas económicas, problemas fitosanitarios por la diseminación 
del patógeno a zonas libres de la enfermedad y la no certificación para los productores 
de semilla (Saavedra et al., 2004). 
 
2.2.2 Manejo de la Sarna polvosa 
 
El manejo de la sarna polvosa es complicado debido a su rápida dispersión, la 
resistencia del inóculo y su difícil detección en el suelo y en los tubérculos-semilla 
asintomáticos. El tratamiento químico de suelos contaminados ha mostrado ser muy 
poco rentable, altamente contaminante y poco efectivo. (Merz y Falloon, 2008).  El 
control biológico se ha considerado como una alternativa, así como la rotación de 
cultivos, el uso de tubérculo-semilla certificada en suelos no contaminados y la 
implementación de variedades resistentes o tolerantes a la enfermedad, que hasta el 
momento parece ser la más eficaz (Merz y Falloon, 2008).  
La obtención de semilla certificada libre del patogéno es una de las principales 
estrategias de control para evitar la expansión de la enfermedad a lugares libres de Sss; 
sin embargo la evaluación visual de los tuberculos puede no ser fiable debido a la 
similitud con los síntomas ocasionados por Streptomyces spp. Para solucionar este 
problema se han generado diferentes estrategias de detección basadas en métodos 
serológicos (Merz et al., 2005) y moleculares (Bullman y Marshall, 1998; van de Graaf 
et al., 2003).  
Recientemente  Boucheck et al. (2011) crearon ―Sss_Agristrip‖ un dispositivo basado 
en flujo lateral que permite detectar Sss en tuberculos con lesiones típicas, atípicas y 
mezclas con Streptomyces spp. con la misma sensibilidad de una prueba de DAS-
ELISA, detectando entre 1 y 10 quistosoros por ml de buffer, sin requirir 
procedimientos en laboratorio ni capacitación especializada, para su manejo. 
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Aunque este tipo de estrategias son efectivas para controlar la diseminación de la 
enfermedad, no son útiles cuando el suelo ya cuenta con algún nivel de inóculo. En 
estas circunstancias la mejor opción para continuar con el cultivo es el empleo de 
materiales mejorados, tolerantes o resistentes a la enfermedad. 
A pesar que la sarna polvosa no había sido considerada en los programas de 
mejoramiento de papa hasta hace relativamente poco tiempo, se han llevado a cabo 
varios estudios en búsqueda de materiales que presenten resistencia. 
En Nueva Zelanda se liberó la variedad Gladiador (Genet et al., 1995), resistente a sarna 
polvosa y producto de cruces entre líneas de reproducción derivados de la especie 
silvestre Solanum vermei con resistencia a PVX, P. infestans, G. rostochiensis , S. 
scabies y al nematodo del quiste (Iftikhar, 2001; Schwärzel, 2002).  
 
Torres et al. (1995) evaluaron numerosas accesiones en diferentes localidades de Perú, 
encontrando que algunas eran resistentes a Sss a través de los años y en diferentes 
localidades, mientras otras fueron reportadas con altos niveles de variación entre la 
resistencia y susceptibilidad (Merz y Falloon, 2008).  
La búsqueda de materiales de papa resistentes a Sss se ha efectuado también en las 
colecciones de germoplasma, como en el trabajo realizado por Nitzan et al. (2008), 
quienes encontraron ocho selecciones de papa, que presentaron consistentemente menos 
agallas en las raíces que los estándares susceptibles en varios ensayos de campo (Nitzan 
et al., 2008).  Adicionalmente, encontraron que el componente genético de dicha 
resistencia era bastante alto, por lo cual propusieron a estos materiales como parentales 
potenciales para un desarrollo eficiente de variedades comerciales de papa con 
resistencia a Sss (Nitzan, 2010). 
 
Waterer et al. (2011), evaluaron la susceptibilidad a sarna polvosa y sarna común  
(Saccaromyces scabies) de líneas derivadas de quimeras espontaneas de la variedad de 
piel roja mas sembrada en Canada, Red Norland. En estudios previos se había 
observado que dicha variedad  presentaban menor número de lesiones en las partes más 
oscuras, al llevar a cabo los ensayos se vio relación entre la intensidad del color de la 
piel y resistencia a la sarna común, encontrándose menos lesiones en las líneas 
provenientes de las regiones oscuras. 
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Aunque la obtención de nuevas variedades es la mejor alternativa de control de Sss., la 
tasa de resistencia de las variedades generadas varía entre los diferentes países donde se 
originan. Debido a esto Merz et al. (2012) evaluaron 10 variedades con diferentes 
grados de susceptibilidad en 6 localidades de Europa para determinar cuales son los 
factores causantes de dichas variaciones, encontrando que el principal factor lo 
constituyen los diferentes métodos de puntuación. 
Sugiriendo que no hay una interacción genotipo x localidad y soportando lo reportado 
por Qu y Crist (2004) acerca de la baja tasa de variación genética de Sss. Además 
proponen que dicha estabilidad genética se puede deber en parte a la presencia de genes 
que actúan como amortiguadores del estrés ambiental. Igualmente plantean que 
variedades con mayor susceptibilidad a la enfermedad en raíces, pueden generar mayor 
cantidad de zoosporas secundarias incrementando la cantidad de inoculo y 
disminuyendo la producción. 
Falloon et al. (2003) sugirieron que la resistencia a la sarna polvosa, es de tipo 
cuantitativo, debido a que el espectro de resistencia a través de un gran número de 
variedades, es continúo desde altamente resistente hasta altamente susceptible. 
En Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) provee semilla certificada 
como libre del patógeno. Sin embargo, algunos agricultores en Antioquia, han venido 
utilizando un método de rotación entre una variedad de papa susceptible y una que 
consideran resistente, cuando la primera es severamente afectada (Jaramillo y Botero, 
2007). 
 
2.3 Spongospora subterranea 
 
2.3.1 Taxonomía 
Spongospora subterranea es un parásito obligado cuya identidad taxonómica y 
filogenia han sido redefinidas varias veces debido a características que comparte con 
otros grupos como hongos y oomycetes. Actualmente se reconoce que Sss pertenece a la 
familia Plasmodiophoridae, en el orden Plasmodiophorida (Merz y Fallon, 2008). 
Los miembros del orden Plasmodiophorida se caracterizan por tener división nuclear 
cruciforme, zoosporas con dos flagelos anteriores, fase ameboidal, protoplasto 
multinucleado, plasmodios, parasitismo intracelular obligado y esporas de resistencia 
aglomeradas en esporosoros también llamados quistosoros. La familia 
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Plasmodiophoridae incluye 10 géneros dentro de los cuales tres son importantes 
patógenos de plantas: Plasmodiophora, Polymyxa y Spongospora.  
El género Spongospora abarca cuatro miembros, dos de los cuales se han designado 
como forma especial teniendo en cuenta principalmente la similitud  morfológica 
existente entre sus esporosoros (Tomlinson, 1958).  S. subterranea f.sp. subterranea es 
el patógeno de la papa que ocasiona la sarna polvosa y además también infecta tomate, 
mientras que S. subterranea f.sp. nasturtii (Ssn) infecta berro pero no papa ni tomate 
(Harrison et al., 1997).  En la actualidad, con base en análisis filogenéticos se acepta 
que estos dos taxones corresponden a especies diferentes: S. subterranea y S. nasturtii 
(Dick, 2001). 
 
2.3.2 Ciclo de vida 
 
Según Hooker (1980) el ciclo de vida de los miembros del género Spongospora se 
divide en dos fases (esporogénica y esporangial) iniciadas por la infección de la célula 
huésped a través de un plasmodio uninuclear. En la fase esporogénica se producen 
esporas muy resistentes y de pared gruesa; cada espora libera una zoospora primaria 
biflagelada, la cual entra en el sistema radicular del huésped, iniciando la infección. 
Luego en la fase esporangial, se desarrolla un esporangio de paredes delgadas entre las 
células hospederas, de donde se originaran las zoosporas secundarias (Figura 2.1) 
(Jaramillo et al., 2003). 
Sss sobrevive por muchos años en el suelo a través de las estructuras de resistencia, que 
agrupadas en los quistosoros pueden soportar condiciones ambientales adversas. Cada 
zoospora mide alrededor de 4 µm de diámetro, mientras que un quistosoro puede medir 
de 19 a 85 µm y contener alrededor de 700 zoosporas en estado de latencia (Merz y 
Falloon, 2008). 
Las zoosporas que en su estado de latencia permanecen enquistadas, son estimuladas 
para germinar por la presencia de raíces de plantas susceptibles, adhiriéndose a las 
células epidérmicas de las raíces, estolones o pelos radiculares y penetrando a través de 
una estructura denominada ―stachel‖. El material citoplasmático ingresado al interior de 
la célula se conoce como plasmodio. Posteriormente, se da inicio a la división 
cruciforme que resulta en la formación de masas multinucleadas que dan origen a 
zoosporas secundarias (Hoyos et al., 2009). Las células del hospedante, en respuesta a 
 25 
 
la invasión de las zoosporas secundarias, se agrandan y multiplican formándose así las 
agallas, en cuyo interior se forman finalmente los quistosoros (Merz, 2008). 
Las zoosporas secundarias liberadas de los quistes, pueden reinfectar las raíces y 
producir más zoosporas que son liberadas al suelo e incrementar el nivel de inóculo. 
Alternativamente, las zoosporas primarias y secundarias pueden infectar tubérculos y 
probablemente células epidermales normales de raíces y brotes jóvenes, de manera que 
diferentes partes de la planta pueden ser infectadas simultáneamente (Merz, 2008).  
Los tubérculos son más susceptibles a la infección durante las primeras 2 - 3 semanas 
después de su iniciación pero tubérculos viejos pueden también ser infectados (Harrison 
et al., 1997). Existen varios factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad, 
dentro de los cuales los más influyentes son las bajas temperaturas: entre 12 y 13°C 
(para la actividad infectiva de las zoosporas) y 17°C (para la formación de agallas en la 
raíz) (van de Graaf et al., 2005). Suelos con alto contenido hídrico incrementan la 
severidad de los síntomas, así como suelos arenosos parecen promover la rápida 
expansión de la enfermedad (Merz y Falloon, 2008). 
A pesar de que el ciclo de vida de Sss esta parcialmente dilucidado, aún no se tiene 
certeza de los mecanismos genéticos que regulan estos eventos, ni que tipos de 
estimulos son los que desencadenan la liberación de las zoosporas primarias, su 
maduración y las etapas de adhesión a la raíz y penetración mediante el ―stachel‖. El 
mecanismo de infección de Sss tampoco se tiene totalmente claro debido a la ausencia 
de estudios ultraestructurales y a su naturaleza de parásito obligado, pero al parecer es 
muy similar al de otros plasmodiofóridos, como el caso de Ssn o de especies de los 
géneros Polymyxa y Plasmodiophora (Aist y Williams, 1971; Claxton, 1996; Chen et 
al., 1998) 
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Figura 2. 1 Ciclo de vida de S. subterranea f.sp. subterranea (Fuente: Harrison et al., 
1997). 
 
2.3.3 Antecedentes de sarna polvosa en Colombia 
 
Dada la naturaleza de parásito obligado de Sss, son muy escasos los estudios y la 
información correspondiente a la biología del organismo. En Colombia los estudios de 
Sss son en su mayoría trabajos exploratorios y se centran principalmente en aspectos de 
la enfermedad influyentes en la agronomía del cultivo de papa y aspectos de la biología 
del patógeno.    
 
Los primeros trabajos con Sss fueron realizados por Hincapié et al. (2003), quienes 
evaluaron el grado de incidencia de aislamientos de Sss provenientes de diferentes 
regiones del país sobre las variedades comerciales ICA puracé y Diacol capiro, 
encontrando que los aislamientos más agresivos provenían de los municipios de La 
Unión (Antioquia), Guachucal, Pupiales (Nariño) y Usme (Cundinamarca) y que 10 
semanas después de la inoculación no hubo un efecto negativo significativo en el peso 
fresco de raíces y tubérculos. Además, confirmaron la susceptibilidad de Diacol capiro y 
la probable resistencia de ICA puracé.  
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Saavedra et al. (2004), lograron estandarizar y validar la técnica de PCR para la 
detección de Sss en tejido vegetal infectado y en muestras de suelo provenientes de 
campo. 
 
Dentro de los estudios enfocados al manejo de la enfermedad se encuentra el de 
Jaramillo y Botero (2007), en el cual se pretendió evaluar el efecto de la rotación sobre 
la severidad de la sarna polvosa, entre las variedades ICA Puracé y Diacol Capiro, 
inoculadas con diferentes poblaciones de Sss. Los resultados de la investigación 
mostraron que la rotación por un ciclo entre ambas variedades parece reducir la 
severidad de los síntomas de la sarna polvosa, pero para la tercera cosecha ambas 
variedades aumentaron su incidencia y severidad. Las poblaciones del patógeno, no 
afectaron el peso de materia seca, ni causaron síntomas de sarna polvosa en los 
tubérculos, pero si en las raíces con diferentes grados de severidad. 
Por otra parte, se ha tratado de contrarrestar el efecto de la enfermedad a través del uso 
de microorganismos como Trichoderma asperellum. Gichrist (2009) demostró que este 
hongo puede tener un doble efecto sobre la enfermedad al reducir el número quistosoros 
de Sss en el suelo y al estimular el crecimiento vegetal. No obstante la actividad de T. 
asperellum T109 es limitada por la concentración y frecuencia de aplicación. 
Otra alternativa para el control de la enfermedad es el empleo de compuestos volátiles. 
Arias (2011), evaluó los glucosinolatos provenientes de cubios (Tropaeolum tuberosum) 
como biofumigantes para determinar su efecto sobre la sarna polvosa, encontrando que 
la actividad biofumigante no está asociada directamente al contenido total de estos 
compuestos, por lo cual sugieren ampliar los estudios para determinar el efecto de los 
glucosinolatos sobre la enfermedad. 
 
Girón y Robayo (2006), dieron inicio a los estudios de la biología del patógeno 
evaluando la influencia de los exudados de diferentes variedades de papa y el efecto de 
diferentes soluciones nutritivas en la liberación de zoosporas. A pesar de no encontrar 
diferencias estadísticamente significativas entre los exudados de las diferentes 
variedades y la liberación de zoosporas, si hubo diferencias entre el efecto de las 
soluciones nutritivas y el efecto de los exudados.  
Complementando el trabajo anteriormente citado, Alzate et al. (2008), evaluaron el 
efecto de factores como tiempo, temperatura y sustrato, en la liberación de zoosporas 
primarias procedentes de agallas de raíces, pústulas de tubérculo y suelo. Lograron 
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estandarizar las condiciones apropiadas para una liberación significativa de zoosporas, 
encontrando que el tiempo requerido está entre las 48 y las 96 h después de la 
inoculación, la temperatura óptima fue de 15 – 23°C y el mejor sustrato es el extracto de 
raíz de papa variedad Diacol Capiro. Los autores enfatizan en que la liberación puede 
lograrse con estas condiciones siempre y cuando se logre dar una interacción entre todos 
los factores: sustrato, fuente de inoculo y temperatura. Beltrán et al. (2009), realizaron 
un trabajo de confirmación en el que pretendieron también dimensionar la influencia de 
las condiciones de incubación sobre la activación de zoosporas primarias en 
suspensiones acuosas de quistosoros. Sus resultados sugieren que las zoosporas 
permanecen activas por un corto periodo de tiempo, no mayor a cuatro días. También 
plantean que hay un mayor número de zoosporas activas en agua de red que en agua 
destilada, y en presencia de luz y a una temperatura de 19 °C.  
Hoyos et al. (2009), a través de observaciones histológicas de plantas de papa 
sintomáticas o asintomáticas en diferentes estados fenológicos y naturalmente 
infectadas por el patógeno, identificaron diversas estructuras asociadas a Sss, tales como 
plasmodios, plasmodios enquistados, plasmodios en estado de división, células únicas y 
quistosoros, en raíces de plantas asintomáticas, indicando que la infección puede estar 
presente aún sin el desarrollo evidente de síntomas y que no sólo los quistosoros son los 
tipos de estructuras más frecuentes en tejidos de papa afectados. 
La variabilidad genética y molecular de Sss también ha sido objeto de investigación. El 
primer estudio realizado por Jaramillo et al. (2004) no detectó variación genética del 
patógeno a nivel de secuencias de ADN; no obstante en la investigación realizada por 
Carreño (2009), se indica una posible especificidad del patógeno por órgano afectado, 
mediante la comparación de secuencias amplificadas de las regiones ITS del ADNr. 
Además de evidenciarse la presencia de heterogeneidad intragenómica a nivel de la 
región ITS del ADNr de Sss, se reporta la presencia de 5 haplotipos en las poblaciones 
colombianas de Sss. 
 
2.4 DEFENSA DE PLANTAS A PATÓGENOS 
2.4.1 Generalidades 
A pesar de que las plantas están constantemente expuestas a una amplia variedad de 
microorganismos potencialmente patógenos, el desarrollo de enfermedad es un evento 
raro, puesto que solo una pequeña proporción de microorganismos están bien adaptados 
y son capaces de infectar plantas y causar enfermedad (Díaz, 2010). 
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De esta manera la compatibilidad (ocurrencia de enfermedad) o incompatibilidad 
(resistencia a la enfermedad) de una interacción planta-patógeno depende tanto de la 
capacidad del patógeno de colonizar la planta, como de la efectividad de las defensas 
presentadas por la planta (Dickinson, 2003). 
La resistencia de plantas a patógenos existe en dos niveles: la del no hospedante, que se 
refiere a la resistencia de toda una especie de plantas a una especie de patógeno; 
mientras que la del hospedante se presenta cuando individuos de una especie han 
desarrollado formas de defensa heredables, contra patógenos que causan enfermedad a 
otros miembros de la misma especie de planta (Dickinson, 2003). El rango de 
hospedantes de un determinado patógeno, está determinado entre otros por la tenencia 
de efectores apropiados que sean capaces de suprimir la defensa en algunas variedades 
en particular (Bent y Mackey, 2007). 
Cuando se habla de defensa de plantas a microorganismos patógenos, existen 
básicamente dos tipos: 1) las constitutivas o estructurales, que actúan como barreras 
físicas o mecanismos que se dan normalmente sin ningún tipo de estimulo y 2) las 
inducibles que son reacciones bioquímicas dentro de las células que producen sustancias 
tóxicas para los patógenos o que inhiben su desarrollo en la planta. 
 
2.4.2 Defensas constitutivas  
 
Representan la primera barrera a la que debe enfrentarse el patógeno, e involucran 
elementos estructurales y compuestos químicos que son sintetizados por la planta 
constantemente. Los elementos estructurales como la cera y la cutícula en hojas y 
frutos, pueden otorgar mayor protección a la planta dependiendo de la calidad y la 
cantidad en la que se encuentren recubriendo las células epidérmicas; también la 
estructura de la pared de las células epidérmicas, el tamaño, localización y forma de 
estomas y lenticelas y la presencia de tejidos de paredes celulares más gruesas, pueden 
ayudar a controlar el avance del patógeno en la planta (Agrios, 2005).    
En el caso de las raíces, el meristemo es un punto vulnerable para la infección por 
patógenos y como defensa estructural presenta un revestimiento de las puntas con 
células somáticas desprendidas, denominadas células de borde. La producción de estas 
células está estrictamente regulada y una vez son desprendidas de la raíz, su actividad 
metabólica aumenta y se observa un cambio en la expresión génica, que estimula la 
producción de antocianinas y sustancias antibióticas que repelen las bacterias. También 
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se ha observado la producción de químicos atrayentes para las esporas fúngicas, que 
actúan como señuelos que provocan la colonización de las células de frontera, 
manteniendo libres de enfermedad a las células radiculares (Dickinson, 2003). 
 
Aunque las características estructurales pueden proveerle a la planta cierto grado de 
defensa, se ha visto que la resistencia de una planta al ataque de un patógeno, no 
depende tanto de las barreras estructurales como de las sustancias químicas producidas 
en las células antes o después de la infección (Agrios, 2005). 
Dentro de las sustancias que actúan como inhibidores de la infección se encuentran 
algunos compuestos fenólicos como el catecol, que son liberados al entorno como 
exudados de hojas o raíces y son tóxicos para algunos hongos. Otros compuestos 
sintetizados antes de la infección, son las fitoanticipinas, que están presentes en altas 
concentraciones en células de frutos jóvenes, hojas o semillas y se ha propuesto como 
las responsables de la resistencia de tejidos jóvenes a microorganismos patogénicos 
como Botrytis sp. Dentro de las fitoanticipinas se incluyen compuestos similares a 
ácidos grasos como los dienos, taninos y saponinas, además de proteínas como las 
lectinas y una gran cantidad de enzimas hidrolíticas como glucanasas y quitinasas, que 
se consideran muy importantes en el proceso de defensa de la planta (Agrios, 2005). 
 
2.4.3 Defensas inducibles 
 
Este tipo de defensa se basa en la detección temprana del patógeno por la planta, a 
través de la percepción de diferentes señales químicas que desencadenan diferentes 
tipos de respuesta dentro de la célula. En el caso de las plantas no hospedantes, las 
respuestas comprenden la síntesis y acumulación rápida de ROS (especies reactivas de 
oxígeno), fitoalexinas y transcriptos de los genes relacionados con patogénesis, además 
del refuerzo de la pared celular y la muerte celular programada o respuesta hipersensible 
(Nürnberger y Lipka, 2005). 
Este tipo de defensa puede activarse de dos maneras la primera PAMP triggered 
immunity (PTI), en la cual se utilizan receptores transmembranales de reconocimiento 
de patrones (PRRs) que responden a patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMPs); la segunda es una línea de defensa intracelular, que a través de proteínas tipo 
NBS-LRR codificadas por la mayoría de los genes R identifican efectores propios de 
diferentes patógenos y activan respuestas de defensa similares para éstos (Díaz, 2010). 
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La estimulación de las defensas inducidas puede ocurrir al detectarse elicitores 
(moléculas señal inespecíficas que indican la presencia del patógeno), estructuras 
reproductivas de los patógenos sobre las superficies de la planta, o dependiendo del 
patosistema, por la penetración directa del microorganismo. 
Después de que una molécula de la planta hospedera reconoce un elicitor particular del 
patógeno, se da la movilización de las defensas que pueden estar dirigidas a diferentes 
tipos de respuesta, entre ellas el refuerzo estructural. Este refuerzo, tiene a su vez varias 
formas de ejecutarse, en una de ellas proteínas como osmotina y quitinasa se unen al 
citoesqueleto para estabilizar los filamentos de actina, para dirigir estructuras 
especializadas, como los peroxisomas hacia el lugar de la infección o penetración; 
también se da la formación de papilas conformadas por callosa y fenoles en la superficie 
interna de las paredes celulares. Adicionalmente, se da la deposición de glicoproteínas 
ricas en hidroxiprolina, compuestos fenólicos como lignina y subternina y minerales 
como silicona y calcio, que se entrelazan y forman estructuras defensivas insolubles, 
dificultando el ingreso de las estructuras de penetración de los patógenos (Díaz, 2010). 
 
2.4.3.1 Fitoalexinas 
Son metabolitos secundarios producto de las vías de los isoprenoides, fenilpropanoides, 
alcaloides o de los ácidos grasos/policétidos. Dentro de ellos se incluyen principalmente 
terpenoides, saponinas, derivados de ácidos alifáticos, fenoles y fenilpropanoides, 
compuestos nitrogenados, como los alcaloides y compuestos que incluyen sulfuro 
inorgánico (Dickinson, 2005). Para su producción, es necesario que se activen las vías 
metabólicas antes mencionadas, lo cual ocurre únicamente cuando las respuestas de 
defensa son inducidas por la presencia del patógeno, por lo tanto son altamente 
dependientes de este. 
También se pueden encontrar retenidas en forma de precursores inactivos dentro de las 
células o ser sintetizados y acumulados en vesículas de transporte que los llevan al sitio 
de la infección. Finalmente, hay algunos metabolitos que pueden ser excretados de la 
célula por trasportadores especializados tipo ABC, caso que se ha detectado está muy 
relacionado con actividad antifúngica (Dickinson, 2003). 
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2.4.3.2 Inmunidad desencadenada por PAMPs (PAMP triggered immunity PTI) 
 
Es la defensa basal de la planta y es activada por patógenos virulentos en hospedantes 
susceptibles y generalmente no es suficiente para detener la infección (Nürnberger y 
Lipka, 2005; Bent y Mackey, 2007).  
Los Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPS) son en general proteínas 
propias del patógeno, que se expresan constitutivamente siendo componentes necesarios 
para la supervivencia del patógeno y evolutivamente estables (Bent y Mackey, 2007) 
Dentro de los PAMPs más reconocidos de las plantas están: la fracción lipopolisacárida 
de la pared celular de las bacterias Gram negativas, los peptidoglicanos de las baterias 
Gram positivas, flagelina de eubacterias, fragmentos de ADN bacterial metilado y 
glucanos, quitina, mananos y proteínas derivadas de la pared celular de los hongos 
(Nürnberger y Lipka, 2005). 
 
En cuanto a la respuesta de las plantas a los PAMPS, es poco variable siendo que cada 
especie vegetal reconoce únicamente un subconjunto de PAMPS (Díaz, 2010), por lo 
cual el éxito de los patógenos que logran colonizar la planta depende de su capacidad 
para manipular los sistemas de defensa antes de que ella reaccione ante su presencia. 
Los genes para los receptores de PAMPs del hospedante son relativamente estables y 
heredables, por lo que la capacidad de detección temprana de los patógenos es 
fácilmente transmitida entre generaciones (Bent y Mackey, 2007). 
Los receptores de los PAMPs son proteínas transmembranales que constan de un 
dominio LRR extracelular y una proteína quinasa intracelular (Bent y Mackey, 2007). 
Pueden ser multifuncionales, al captar señales de sus patrones de reconocimiento y estar 
involucradas en otros procesos metabólicos de las células, lo cual puede explicarse por 
la existencia de múltiples componentes de vías de señalización disponibles para el 
receptor de quinasa en diferentes tipos celulares, localizaciones subcelulares o etapas 
del desarrollo (Bent y Mackey, 2007). 
Algunos patógenos pueden crecer pese a la alta concentración de PAMPs, 
incrementando el tamaño de la población del microorganismo cuando despliega 
efectores que suprimen el sistema inmune basal de forma específica, factor que 
contribuye además a la delimitación de los rangos de hospederos (Bent y Mackey, 
2007). 
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2.4.3.3 Inmunidad activada por efectores (ETI) 
 
La línea de defensa basal de las plantas es poco eficiente deteniendo la infección, puesto 
que los patógenos pueden restringirla empleando moléculas efectoras, que interrumpen 
las vías de señalización de la planta o bloquean la actividad de los diferentes productos 
expresados por los genes de defensa. No obstante, las plantas que han evolucionado 
conjuntamente con los patógenos han desarrollado mecanismos para detectar moléculas 
efectoras mediante la expresión de genes R. 
Los efectores son factores de virulencia cuya función es aumentar la virulencia del 
patógeno durante la interacción con la planta, sin ser fundamentales en el crecimiento y 
desarrollo del microorganismo por fuera de ella (Bent y Mackey, 2007). Los efectores 
de los microorganismos fitopatógenos eucarióticos (hongos y oomycetes) aún no se 
conocen bien y tienen capacidad de acción tanto en la matriz extracelular, como en el 
interior de la célula de los hospedantes; éstos últimos probablemente son reconocidos 
por las proteínas de la clase NBS-LRR. 
 
- Genes R y Resistencia gen por gen 
Este tipo de defensa se basa en la existencia un gen de resistencia usualmente dominante 
(R) (aunque ocasionalmente la respuesta puede provenir de alelos homocigotos 
recesivos), que codifica una proteína que reconoce un factor de patogenicidad (Avr), 
producto de un gen dominante del patógeno, de esta forma se activan las vías de 
señalización que estimulan la respuesta hipersensible, generando la resistencia. La falta 
de pares Avr/R correspondientes resulta en la enfermedad (Nürnberger y Lipka, 2005). 
Se presume que los genes R (i) le dan la capacidad a las plantas de detectar las 
moléculas patogénicas codificadas por genes Avr, (ii) iniciar la señal de transducción 
para activar las defensas y (iii) tienen la capacidad para evolucionar nuevos genes R 
específicos rápidamente (Hammond-Kosack y Jones, 1997).  
La mayoría de las proteínas Avr son consideradas factores requeridos por el patógeno 
para la colonización de las plantas hospedantes, que al ser reconocidos actúan como 
elicitores específicos de raza y delatan al microbio ante el sistema de vigilancia de la 
planta (Nürnberger y Lipka, 2005). Estos genes usualmente tienen un aporte 
cuantitativo en la virulencia, más no son esenciales para la viabilidad del patógeno 
(Bent y Mackey, 2007).  
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Además de los PAMPs y las proteínas Avr, existen los oligalacturonidos, que son 
fragmentos de longitud variable generados por la ruptura de la pared celular. Estas 
cadenas se originan por la acción de enzimas secretadas por los patógenos (xilanasas, 
pectato liasas y poligalacturonidasas) o por el daño físico cuando ingresan a través de 
presión mecánica, actuando como elicitores endógenos de la respuesta de defensa, por 
lo cual se han denominado MIMPs (patrones moleculares inducidos por patógenos) 
(Bent y Mackey, 2007).   
 
2.4.3.4 Respuesta hipersensible (HR) (muerte celular programada o bomba 
oxidativa) 
 
La respuesta hipersensible consiste en la muerte localizada de las células vegetales 
donde se inició la infección, controlando la propagación de patógenos biotróficos a otras 
células, que al no disponer de material vivo para alimentarse, mueren. Este mecanismo 
es controlado temporal y espacialmente para limitar la cantidad de tejido hospedante 
infectado, e incluye la invaginación de las membranas celulares, la condensación de la 
cromatina y la degradación del ADN (Dickinson, 2003).  
El fenómeno de hipersensibilidad ocurre porque la interacción entre elicitores y 
receptores desencadena una rápida transducción de señales a través del flujo de iones, 
que conducen a la alcalinización del apoplasto, formación de especies reactivas de 
oxígeno, producción de óxido nítrico, activación de cascadas de señalización (ruta de las 
MAP quinasas) y activación de un amplio rango de genes de defensa. Esta 
reprogramación transcripcional resulta en la producción o liberación de compuestos 
antimicrobianos o en la generación de moléculas de señalización que luego pueden 
desencadenar la respuesta de resistencia sistémica adquirida. La extensión de las células 
muertas durante la respuesta hipersensible puede ir de una a diez células a partir del 
punto de infección. 
No todas las reacciones de resistencia a enfermedades conducen a muerte celular. 
Dependiendo de la eficiencia de las proteínas R, la resistencia puede ser llevada a cabo 
sin respuesta hipersensible, o si es menos eficiente una proteína puede requerir más 
flujo de iones y entonces iniciar la HR Finalmente, es fundamental que una vez la planta 
inicia la muerte celular, debe ser capaz de detener las señales que pueden propagar esta 
respuesta a células vecinas (Agrios, 2005).    
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Para que haya compatibilidad en la interacción planta patógeno, la planta debe perder su 
gen de resistencia o el patógeno debe modificar su gen de patogenicidad, de esta manera 
se ejercerá presión selectiva sobre la población de la planta para que pueda reconocer 
otros factores del patógeno, recobrando así la resistencia. A esta situación se le 
denomina ―carrera armamentista‖ entre planta y patógeno, induciendo a un balance 
entre las poblaciones de ambos miembros de la interacción (Dickinson, 2003). 
 
2.4.3.5 Clasificación de genes de resistencia 
 
Generalmente las proteínas codificadas por los genes R poseen dominios LRR (Leucine 
Rich Repeats) conformado por repeticiones seriadas de aminoácidos, que incluyen 
además de leucina, otros aminoácidos hidrofóbicos como alanina, fenilalanina, 
isoleucina, prolina y asparagina, separadas regularmente. Los dominios LRR participan 
en interacciones proteína – proteína como en el caso de la interacción elicitor – receptor; 
sin embargo la unión inicial a la proteína es mediada en la mayoría de los casos por los 
dominios amino terminales (Bent y Mackey, 2007). 
La razón por la cual se les ha atribuido la función de reconocimiento a estos dominios se 
debe a la homología con los genes implicados en el sistema inmune de mamíferos, en 
cuya estructura los aminoácidos hidrofóbicos están orientados hacia el interior para 
generar una estructura terciaria similar a un resorte, mientras que los aminoácidos de 
reconocimiento están expuestos al medio. Dichos segmentos de reconocimiento se 
expresan tanto en el exterior celular para la detección de patógenos invasores en la 
superficie de la planta como en espacios intercelulares y en el interior de la célula, 
donde patógenos como virus, bacterias y hongos inician su infección (Dickinson, 2003). 
Todos los fitopatógenos poseen moléculas efectoras o factores de virulencia que 
potencializan su efectividad biológica (Díaz, 2010), induciendo a su vez defensa 
específica de razas, diferente a la resistencia no específica inducida por los PAMPs. La 
identificación de los efectores por parte de los receptores/genes R puede ocurrir por 
contacto directo en la membrana celular o según el modelo de la ‗hipótesis de guardia‘, 
que plantea la posibilidad de que las proteínas R reconozcan los efectores del patógeno 
al monitorear la integridad de blancos celulares de la acción de tales moléculas (Díaz. 
2010). 
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Las proteínas codificadas por los genes R son similares entre sí y se han clasificado de 
acuerdo a sus características estructurales y a su localización dentro de la célula de la 
planta (Figura 2.2). 
 
Clase I: Proteínas NBS-LRR 
Es la que incluye mayor número de proteínas y contiene además del dominio LLR en el 
extremo C terminal, un sitio de unión a nucleótidos (NBS) por lo cual usualmente se 
encuentran en el citoplasma. El dominio LLR está compuesto por una lupa P de unión a 
aminoácidos y dos dominios localizados distalmente, el dominio quinasa 2 y el quinasa 
3. El grupo esta subdividido en  
1 Aquellos que poseen una región homóloga a los receptores Toll de Drosophila 
melanogaster y al receptor interleucina-1 de mamíferos y aves, que son activados 
por PAMPS, y se ubica en el extremo N terminal  
2 Los que no poseen la homología, pero que puede tener un dominio de hélice 
enrollada (CC) o cierre de leucina (LZ), con la distribución hxxhxxx (h: 
hidrofóbico, x: residuo con carga polar), que posiblemente está involucrado en la 
dimerización de las proteínas de resistencia. 
 
Clase II: Proteínas LRR extra citoplasmáticas 
Este tipo de proteínas poseen su dominio LRR expuesto hacia el exterior y también una 
región transmembranal; adicionalmente algunas contienen un dominio citoplasmático 
que actúa como una protein quinasa, que pueden estar relacionadas con la activación de 
los genes de defensa, por medio de otras proteínas que interactúan con una caja GCC 
ubicada en la región promotora de los genes (Dickinson, 2005). Dentro de esta categoría 
se encuentran el gen Cf del tomate, que consiste en su gran mayoría por una secuencia 
predicha como LRR extracelular, unida a una región ancla en la membrana, ubicada en 
el extremo C terminal; los genes Ve de resistencia en tomate contra Verticillum albo-
atrum codifica glicoproteínas de membrana, que poseen LRR posiblemente 
extracelulares y la secuencia PEST, que puede estar involucrada en el proceso de 
ubiquitinación; el gen Pto de tomate codifica una serin/treonina proteinquinasa 
citoplasmática. El gen Rpg1 es una repetición en tándem de dominios quinasa; el gen 
Xa21 del arroz es una combinación entre las clases del Cf y el Pto, con una LRR unida a 
una protein quinasa intracelular. 
 37 
 
Los anteriores tipos de proteínas codificadas por genes R son los más comunes, sin 
embargo se han encontrando otros genes de este tipo que poseen estructuras diferentes: 
el gen Pi-d2 del arroz posee una dominio B-lectina extracelular, en vez de la región 
LRR y el Rpg1 de la cebada codifica una proteína quinasa con similitud a las quinasas 
LRR, pero sin ser estrictamente de este tipo (Bent y Mackey, 2007). Además, en 
Arabidopsis thaliana se encontró un receptor RPW8 que es diferente puesto que 
confiere resistencia a un amplio rango de mildéus polvosos en lugar de a una raza 
específica. RPW8 se localiza en la membrana celular pero su modo de acción aún se 
desconoce. 
Se cree que los genes de resistencia tienen una expresión constitutiva de bajo nivel y sin 
especializarse en ningún tejido. Se pueden considerar genes R aquellos que confieran 
resistencia a enfermedades y además codifiquen para una proteína tipo NBS-LRR o 
LRR-quinasa (Bent y Mackey, 2007). 
La especificidad para reconocer a un determinado efector se ha visto influida por la 
presión selectiva que han ejercido patógenos virulentos sobre las plantas hospedantes. 
Esto ha hecho que genes de resistencia (R) coevolucionen para detectar factores 
específicos de la raza o cepa del patógeno y permitan el establecimiento de resistencia 
específica a determinada raza por un determinado cultivar de la planta (Nürnberger y 
Lipka, 2005). En cuanto a la capacidad de reconocimiento, dos genes NB-LRR pueden 
evolucionar para reconocer la misma proteína efectora, o también es posible que un 
mismo gen pueda detectar blancos diferentes de un mismo efector (Bent y Mackey, 
2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. 2 Localización de algunos receptores codificados por genes R en la célula 
vegetal. (Fuente: Agrios, 2005) 
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Los genes R se organizan de dos maneras en el genoma: la mayoría de ellos hacen parte 
de familias de genes que residen en locus complejos, e incluyen análogos inactivos de 
genes de resistencia, secuencias interrumpidas por marcos de lectura y mutaciones o 
inserciones de transposones. Otros pueden ocurrir en loci simples que comprenden un 
solo gen con variaciones alélicas menores entre líneas de plantas. 
Recientemente, los genes de resistencia han sido divididos en dos grupos dependiendo 
de su tasa evolutiva: los genes de tipo 1, son de evolución rápida y están posiblemente 
involucrados en la detección de factores de avirulencia que no resultan esenciales para 
el patógeno; mientras que los de tipo 2, son de evolución lenta y pueden estar 
relacionados con la identificación de factores con funciones importantes para el 
patógeno (Dickinson, 2005). La evolución de los genes conlleva a la generación de 
nuevos genes de resistencia, lo cual es ocasionado por el cambio de nucleótidos 
ocurridos al azar, recombinación inter alélica y conversión génica (Dickinson, 2003). 
 
2.4.4 Proteínas relacionadas con patogénesis (PR) 
 
Estas proteínas constituyen un grupo extenso de proteínas que son inducidas por el 
ataque de patógenos. Pueden ser expresadas en niveles bajos en las plantas sanas, pero 
se incrementa su producción tras la infección de un patógeno o por algún tipo de estrés. 
Las PR se pueden producir de manera diferencial en distintos órganos de la planta y 
pueden ser extremadamente ácidas o extremadamente básicas y por lo tanto muy 
solubles y reactivas. Normalmente existen numerosas isoformas de cada proteína PR en 
diferentes plantas hospederas. 
Diferentes grupos de proteínas PR se han clasificado de acuerdo a su función, relación 
serológica, secuencia de aminoácidos y peso molecular entre otras propiedades, 
encontrándose hasta el momento por lo menos 14 familias de proteínas PR. Entre ellas 
están:   
1 Quitinasas (PR-3, 4, 8 y 11): son proteínas que hidrolizan la quitina de las paredes 
de los hongos, interfiriendo con su desarrollo y generando oligosacáridos que 
pueden funcionar a su vez como elicitores (Dickinson, 2003). 
 
2 Glucanasas (PR-2), proteinasas (PR-7) y ARNsas (PR-10) son hidrolasas que 
también hacen parte de las PR y actúan contra bacterias y oomycetes.  
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3 Proteínas (PR-1), cuya actividad bioquímica no está bien definida, pero que han 
mostrado inhibición del crecimiento de oomycetes y se sugiere que son una línea de 
defensa secundaria contra patógenos invasores, degradando al organismo extraño, 
una vez éste ha sido contenido; dentro de ellas se encuentran las tioninas 
(Dickinson, 2003). 
 
4 Inhibidoras de proteasas (PR-6), tienen como función combatir factores de 
patogenicidad del microorganismo, es decir se producen para impedir la acción de 
las proteasas de los patógenos e insectos. 
 
5 Proteínas inhibidoras de poligalacturonasas (PGIPs), no están clasificadas como 
PR, pero se ha observado su acumulación diferencial, más rápida e intensamente en 
la interacción incompatible, en comparación con la compatible en la interacción 
planta- patógeno. Las PGIPs poseen dominios de repetición de leucina y un péptido 
señal para translocación al retículo endoplasmático, características compartidas con 
algunos genes de defensa, por lo que se cree que las PGIPs tienen un papel en la 
elicitación de otras respuestas de defensa o que existe un vínculo evolutivo entre 
ellas (Dickinson, 2003). 
 
6 Peroxidasas (PR-9), se cree están involucradas en el endurecimiento de la pared 
celular. Las proteínas similares a taumatina (PR-5), tienen homología con las 
permatinas que permeabilizan las membranas de los hongos. Las PR-12, son del 
tipo defensinas, las PR-15 y 16 participan en la reacción de oxalato con oxígeno 
para formar CO2 y peróxido de hidrógeno (Dickinson, 2003). 
 
También dentro de las proteínas relacionadas con defensa se encuentran las defensinas, 
que son péptidos ricos en cisteína, tienen actividad antimicrobiana y se acumulan en la 
ruta metabólica del jasmonato/etileno; las lisozimas, que actúan contra la pared celular 
de bacterias; proteínas similares a la osmotina, lipoxigenasas, proteínas ricas en cisteína, 
proteínas ricas en glicina y quitinasas.  
La síntesis de una batería de proteínas PR como respuesta al ataque de un patógeno o al 
estrés, hace parte de un cambio masivo en el patrón completo de la expresión génica, 
durante el cual cesa la producción normal de proteínas cercanas. Este proceso es 
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desencadenado por una serie de compuestos señal como el ácido salicílico, etileno, 
xilanasa, el polipéptido sistemina, ácido jasmónico, entre otros (Díaz, 2010). 
 
2.4.5 Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) 
 
Es una respuesta de resistencia secundaria inducida después de una respuesta de 
hipersensibilidad a patógenos avirulentos. El establecimiento de SAR sigue la 
producción y acumulación de la señal sistémica de ácido salicílico (SA) en el sitio de 
infección primario, en tejidos locales y sistémicos. Esto conduce a la activación de 
numerosos genes efectores como las proteínas relacionadas con patogénesis (proteínas 
PR) (Agrios, 2005). 
Esta señal puede generarse de 4 a 6 horas después de la inoculación, dándose un 
incremento en la concentración de ácido salicílico en el floema dentro de las siguientes 
12 horas después de la inoculación. Se ha observado que plantas que no puede sintetizar 
fenilalanina (precursor del SA), no pueden producir SA, y son más susceptibles a 
infección que plantas con actividad fenilalanina liasa normal (Agrios, 2005). 
La SAR es una respuesta que puede ser inducida por un solo patógeno, pero actuar 
inespecíficamente contra un amplio rango de microorganismos, así mismo se ha visto 
que el tratamiento con SA induce sistémicamente diferentes genes de defensa, que 
normalmente se activan por presencia de diferentes patógenos. 
De esta manera una expresión concertada de estos genes resulta en una amplia 
resistencia a diversos patógenos; sin embargo se debe tener en cuenta que para la 
expresión completa de la resistencia inducida por patógenos es necesaria la intervención 
de diferentes rutas metabólicas (Agrios, 2005). 
 
Uno de los primeros pasos hacia la SAR es la sobreexpresión del gen NIM1/NPR1, 
cuya proteína es esencial para la transducción de la señal de SA. Esta proteína se 
transloca al núcleo, donde en presencia de la SA, se regula la expresión de otros genes. 
Este mecanismo de regulación aún no se conoce, pero se ha demostrado que la proteína 
contiene dos dominios que están involucrados en las interacciones proteína-proteína; 
además se ha encontrado que el mismo gen interactúa con una subfamilia de factores de 
transcripción que están implicados en la regulación de la expresión génica mediada por 
SA (Díaz, 2010). 
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Se sabe ahora que varios compuestos químicos, por ejemplo, el ácido araquidónico y el 
ácido 2,6-dicloroisonicotinico, pueden inducir la resistencia localizada y sistémica en 
las plantas en niveles que no causan necrosis de los tejidos. El ácido jasmónico es otro 
tipo de compuesto, derivado principalmente de la oxidación de los ácidos grasos, que 
conduce a la resistencia sistémica adquirida, a menudo en cooperación con el ácido 
salicílico y del etileno, lo que lleva a la producción de defensinas (Agrios, 2005). 
El grado de resistencia sistémica adquirida parece estar correlacionada con el número de 
lesiones producidas en la hoja inducida hasta que se alcanza un punto de saturación. Sin 
embargo, la resistencia sistémica adquirida, no puede ser inducida en el inicio de la 
floración y fructificación de la planta huésped.  
La resistencia sistémica adquirida se caracteriza por la inducción coordinada de al 
menos nueve familias de genes en las hojas  inoculadas infectadas, estos genes se 
conocen como genes SAR. Los productos de estos genes son por ejemplo, β-1 ,3-
glucanasas, quitinasas, proteínas ricas en cisteína relacionadas con taumatina, y las 
proteínas PR-1, que tienen actividad antimicrobiana directa o están estrechamente 
relacionados con las clases de proteínas antimicrobianas. El conjunto de genes SAR que 
se inducen puede variar con la especie. Aunque la resistencia sistémica adquirida no 
afecta la germinación de esporas y la formación de apresorios, la penetración se reduce 
drásticamente en el tejido, probablemente como resultado de la formación de apresorios 
debajo de la papila que se impregna rápidamente con lignina y el silicio. En algunos 
sistemas huésped-patógeno, la resistencia sistémica adquirida se caracteriza por la 
inducción de las actividades de peroxidasa y lipoxigenasa que conducen a la producción 
de derivados de ácidos grasos, que poseen actividad antimicrobiana fuerte (Agrios, 
2005). 
 
2.5 ESTUDIOS DE MECANISMOS DE DEFENSA Y RESISTENCIA EN 
PAPA 
 
Dada la importancia del cultivo de papa y la gravedad de su afección por la gran 
variedad de patógenos de la que es hospedera, una de las principales alternativas de 
control es la búsqueda y selección de materiales resistentes o tolerantes a patógenos de 
importancia económica.  
La resistencia en plantas se ha dividido en dos grupos principales: la resistencia 
horizontal o poligénica y la resistencia vertical. La primera se caracteriza por estar 
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presente en todos los genotipos de un cultivo sin ser totalmente resistentes ni totalmente 
susceptibles y por estar regulada por grupos de genes; estas características la hacen más 
duradera ya que genera menor presión sobre el patógeno. Por el contrario, la resistencia 
vertical hace a una planta completamente resistente a un patógeno o a una raza 
específica de un patógeno y está regulada por genes individuales de resistencia. Debido 
a lo anterior, usualmente se prefiere sobre la resistencia horizontal para los programas 
de mejoramiento; sin embargo, su durabilidad es menor debido a la fuerte presión que 
se ejerce sobre el patógeno (Agrios, 2005). 
Los programas de mejoramiento en el cultivo de papa, han estado orientados al 
desarrollo de nuevas variedades resistentes a través de la introgresión de genes de 
resistencia presentes en plantas silvestres del género Solanum mediante cruces con 
materiales comerciales susceptibles (Gebhardt, 2001). 
Además de los estudios de mejoramiento, recientemente las investigaciones también se 
han dirigido a la búsqueda de genes específicos que juegan un papel crucial en las 
respuestas de defensa de la planta y que a su vez pueden ser claves en la resistencia 
contra patógenos.  
Dentro de este campo, los mayores avances se han realizado en la evaluación de genes 
involucrados en respuesta de defensa a patógenos foliares, dentro de los cuales el que 
cobra mayor importancia a nivel mundial es el oomycete Phytophthora infestans. 
Birch et al. (1999) determinaron que la ruta metabólica de los esfingolípidos está 
implicada en los procesos de defensa de la papa y que están asociados con la respuesta 
hipersensible. Adicionalmente, validaron la técnica de Hibridación Sustractiva 
Supresiva (SSH) como efectiva para generar librerías de ADNc altamente enriquecidas 
con ADNcs relacionados con defensa. 
En otro estudio donde se evaluó la expresión diferencial de genes en el tubérculo, se 
detectó que la proporción de genes de defensa entre diferentes tejidos de la planta 
(tubérculo, brotes, hojas y estolones) oscila entre un  37%- 60 % con respecto a genes 
constitutivos que son los que se expresan en mayor proporción (Crookshanks, 2001). 
En general, se han dilucidado diferentes genes que potencialmente están involucrados 
en respuestas de defensa contra patógenos foliares. Trognitz (2002), encontró cuatro 
categorías de genes de defensa de plantas que están potencialmente implicadas en la 
resistencia cuantitativa: un gen relacionado con la patogénesis, los genes del citocromo 
P450, reguladores de la transcripción como WRKY1, WRKY2, WRKY4 (Factores de 
transcripción de genes de proteínas PR) y los genes de la vía de fenilpropanoides, que al 
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parecer contribuyen significativamente con la resistencia cuantitativa en esta población. 
Dichos genes pueden actuar en tres niveles diferentes de una jerarquía reguladora, los 
genes R desempeñan un papel en el reconocimiento de patógenos específicos, luego los 
reguladores transcripcionales son inducidos, ya sea por los productos de los genes R o 
por otros estímulos y controlan la expresión de los genes de respuesta de defensa 
generales. 
De igual manera se han detectado genes asociados a respuesta hipersensible, genes 
inducidos por diferentes tipos de estrés, senescencia (Evers, 2003), quitinasas de las 
familias II y IV, proteínas D y E de tomate y genes involucrados en la síntesis de 
metabolitos secundarios.  Además, se ha identificado un grupo de secuencias que se 
expresan únicamente en interacciones incompatibles codificantes para un ortólogo de 
Hcr (homologo de resistencia a Cladisporium fulvum) que es un gen de resistencia cuya 
proteína posee dominios de repeticiones ricas en Leucina, y secuencias implicadas en la 
transducción de señales y regulación de la expresión de genes (Roning et al., 2003).   
La localización de los genes de defensa dentro del genoma de la papa también ha sido 
objeto de estudio, identificándose hasta el momento genes asociados a resistencia contra 
diversos patógenos entre ellos nematodos, hongos, bacterias y virus. La identificación y 
mapeo de dichos genes se ha realizado a través del uso de diferentes marcadores 
moleculares como AFLPs y los RFLPs (Gebhardt, 2001). 
Otros estudios involucran el análisis bioinformático de EST (Expressed Sequence Tags) 
de genes involucrados en defensa de otras plantas para encontrar homólogos en papa 
(Pajerowska et al., 2005). 
En el caso de las defensas inducidas por patógenos del suelo en papa, son muy pocos los 
estudios que se han enfocado en genes diferencialmente expresados como respuesta a 
estos patógenos. Sin embargo, los estudios que se han realizado corresponden 
principalmente a los genes expresados en respuesta a infecciones por nematodos, 
encontrándose entre los principales genes de resistencia aquellos que codifican para 
inhibidores de proteasas (PI) como CpTI y sporamina, que en plantas transgénicas han 
mostrado limitar el crecimiento de nematodos (Turrá et al., 2009). También se han 
encontrado los genes TIR/NB/LRR Gro 1-4 y NB/LRR Hero A, que confieren 
resistencia a Globodera rostochiensis en papa y tomate, respectivamente (Turrá et al., 
2009). 
De modo general se conoce que sólo un pequeño número de rutas de defensa y 
mecanismos de resistencia descritos para las interacciones hoja-patógeno, ocurren en las 
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raíces, exhibiéndose por lo general defensas dependientes del ácido jasmónico (JA) y 
etileno (E) (Turner, 2002) y no las dependientes del ácido salicílico (Okubara y Paulitz, 
2005). También se ha encontrado, que las proteínas de resistencia asociadas con 
interacciones específicas de genotipo que se expresan en raíz, incluyen las proteínas 
codificadas por genes R y las proteínas PR (Okubara y Paulitz, 2005). 
En el caso puntual de los protozoos como Sss es poco lo que se sabe con respecto a los 
genes involucrados en la resistencia de los diferentes materiales de papa; sin embargo se 
han dilucidado algunos de los genes involucrados en interacciones de otros 
plasmodiophoromycetes con diferentes hospederos. Por ejemplo McGrann et al (2007), 
investigaron la expresión de genes particulares en la relación del no hospedante entre 
Polymyxa graminis  y P. betae a través de PCR semicuantitativa con cebadores 
diseñados a partir de secuencias de ESTs que tienen relación con genes de defensa de 
otras especies, entre ellos, un gen codificante para una proteina similar a serina/treonina 
kinasa de Nicotiana tabacum y una 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fostato sintasa 
(DAHPDS) de Morinda citrifolia. Las serina/treonina kinasas están involucradas en la 
transducción de señales de defensa y la DAHPDS codifica para una enzima relacionada 
con la ruta de los fenilpropanoides, que a su vez está implicada en respuestas de 
defensa. 
 
2.6 TÉCNICAS EMPLEADAS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE GENES DE 
RESISTENCIA  
 
Tradicionalmente los genes de resistencia han sido identificados a través de la 
generación de librerías de ADNc obtenidas a partir del ARNm de la planta resistente 
justo cuando esta interactuando con el patógeno en cuestión, para obtener las secuencias 
de los genes que se expresan diferencialmente con respecto a un hospedero susceptible, 
para lo cual muchos métodos moleculares han sido desarrollados. 
  
2.6.1 Hibridación sustractiva supresiva (SSH) 
 
Es una técnica ampliamente usada para identificar genes diferencialmente expresados, 
debido a que permite aislar genes de función relacionada sin tener conocimientos 
previos de su secuencia o identidad, además de no requerir equipos especializados de 
detección y análisis (Rabinovich, 2004).  
 45 
 
Es una modificación de la hibridación sustractiva para favorecer la detección de 
transcriptos raros expresados diferencialmente. Esto incluye una normalización en la 
representación de los transcriptos diferenciales basada en la inhibición de la 
amplificación de aquellos que son más abundantes, eliminando también la necesidad de 
separar moléculas de cadena doble y simple (Rabinovich, 2004). 
El procedimiento consiste en la hibridación de ADNc provenientes de una muestra 
prueba (tester) con un exceso de ARNm proveniente de una muestra control (driver). 
Los transcriptos expresados en ambas muestras (tester y driver) forman moléculas de 
ARNm/ADNc híbridas, mientras que las secuencias de ADNc que están presentes 
únicamente en la muestra tester permanecen como hebras simples. Las moléculas de 
hebras simples y dobles se separan usando cromatografía en hidroxilapatita. Los ADNc 
expresados diferencialmente pueden entonces ser recuperados y clonados o usados 
directamente como sondas para analizar una biblioteca genómica (Rabinovich, 2004). 
 
2.6.2 PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
La PCR o reacción en cadena de la polimerasa, es una de las técnicas  que ha facilitado 
de gran manera los estudios moleculares en todos los ámbitos científicos. Basándose en 
el principio básico de la replicación, permite amplificar de manera exponencial un 
fragmento de ADN que puede estar en baja concentración en una muestra determinada, 
haciendo uso de oligonucleótidos que actúan como cebadores y una enzima ADN 
polimerasa termoestable, usualmente se emplea la Taq plimerasa obtenida de Thermus 
aquaticus.  
Los oligonucleótidos están formados por 17-30 nucleótidos de longitud, que flanquean 
la secuencia de ADN que se va a amplificar. Los cebadores se hibridan con cadenas 
opuestas del ADN después de que haya sido desnaturalizado, y se orientan de modo que 
la síntesis de ADN por la polimerasa se produzca en medio de los dos cebadores. Las 
reacciones de extensión crean dos nuevas regiones blanco de doble cadena, cada una de 
las cuales a su vez se pueden desnaturalizar quedando listas  para un segundo ciclo de la 
hibridación y la extensión. El tercer ciclo produce dos moléculas de doble cadena que 
conforman precisamente la región que se desea amplificar. Por ciclos repetidos de 
desnaturalización térmica, la hibridación de los cebadores y la extensión, se produce una 
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rápida acumulación exponencial del fragmento de ADN blanco (Primrose y Twyman, 
2006). 
Basándose en este principio se han creado diversas modificaciones de la técnica, que se 
utilizan para diferentes propósitos, una de ellas RT- PCR, que consiste en generar una 
copia de ADN a partir de un molde de ARN antes de la PCR, para que este pueda ser 
amplificado por la ADN polimerasa. Este paso previo es realizado por una enzima 
transcriptasa reversa; las usadas con mayor frecuencia son la transcriptasa reversa del 
virus de la mieloblastosis aviar (AMV) o del virus Moloney de la laucemia murina 
(MuLV). Adicionalmente, se requiere un cebador que se unirá al extremo 3‘ del ARN, 
este cebador puede ser un oligonucleotido (6 nt) que se hibridará aleatoriamente, un 
cebador oligo dT, o un primer de secuencia específica (Primrose y Twyman, 2006). 
 
2.6.3 PCR en Tiempo Real (q-PCR) 
 
A pesar de las múltiples ventajas que ofrece la PCR convencional, una falencia que 
presenta es que no permite cuantificar de forma precisa el producto amplificado, ni la 
cantidad de molde empleado en la reacción. Este inconveniente se solucionó con el 
desarrollo de la PCR en tiempo real. Esta modificación de la técnica tiene el mismo 
principio básico solo que la amplificación puede ser monitoreada en cada ciclo de 
amplificación, a través de la detección de fluorescencia que se emite cada vez que se 
lleva a cabo la síntesis de una nueva cadena (Primrose y Twyman, 2006).  
En general el perfil de reacción tiene tres etapas. Primero hay una fase temprana de 
fondo, en la cual la fluorescencia no se eleva por encima de la línea base. En la segunda 
etapa el producto se ha acumulado en cantidad suficiente para ser detectado por encima 
de la línea base y la fluorescencia aumenta de forma exponencial. En la práctica, un 
umbral de fluorescencia fijado se establece por encima de la línea de base y el 
parámetro Ct (Threshold cicle o ciclo umbral) se define como el número del ciclo en el 
que la fluorescencia pasa el umbral establecido (Primrose y Twyman, 2006). 
La fluorescencia en la reacción se puede generar empleando colorantes como SYBR 
Green, que al intercalarse con la doble cadena de ADN incrementa su fluorescencia 100 
veces; sin embargo, una limitante de este colorante es que se une igualmente a 
productos específicos de la amplificación como a productos no específicos y dímeros de 
cebadores (Shcherbakova, 2007); debido a esto una mejor alternativa es emplear sondas 
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específicas de amplificación (Livak et al. 1995). Las sondas más utilizadas son las del 
sistema TaqManTM estas sondas son oligonucleótidos que tienen un fluoroforo reportero 
unido al extremo 5‘ (generalmente 6-FAM) y un atenuador ―quencher‖ en su extremo 3‘ 
(generalmente TAMRA) que absorbe la fluorescencia emitida por el reportero.  
Si la secuencia blanco está presente, la sonda se anilla en medio de los cebadores. Como 
el cebador se extiende, la sonda se escinde por la actividad de exonucleasa 5 'de la Taq 
polimerasa, esta división separa el reportero del atenuador, incrementando la señal del 
reportero. Finalmente, la sonda es retirada por completo de la cadena blanco, 
permitiendo la extensión del cebador hasta el final. Las moléculas reporteras se 
escinden de sus respectivas sondas con cada ciclo, generando un aumento de la 
intensidad de la fluorescencia que es detectada por el equipo y es proporcional a la 
cantidad de amplicón producido (Primrose y Twyman, 2006). 
Un factor importante a tener en cuenta es el empleo de un control interno de 
amplificación, que generalmente es un gen de expresión constitutiva que no varíe con 
las condiciones del experimento. Este control evitará sesgos en la interpretación de 
resultados (falsos positivos o negativos) verificando que estos no se deban a defectos de 
la técnica (Nicot et al., 2005). 
El análisis de la expresión génica requiere mediciones sensibles, precisas y 
reproducibles de secuencias específicas de ARNm, aunque inicialmente los niveles de 
expresión génica se determinaban mediante análisis de Northern blot. Esta técnica es 
dispendiosa, consume mucho tiempo y requiere una gran cantidad de ARN (Nicot et al., 
2005).  
Debido a lo anterior, actualmente la RT-PCR en tiempo real es uno de los métodos más 
sensibles para la detección de ARNm de baja abundancia  y es utilizado ampliamente en 
estudios de análisis de transcriptomas de plantas (Nicot et al., 2005). 
 
2.6.4 Secuenciación de nueva generación (NGS) 
 
Es uno de los avances tecnológicos que ha acelerado la investigación científica y la 
generación de grandes cantidades de nueva información en diferentes campos, a un 
relativo bajo costo. Una de las tecnologías NGS, 454 Sequencing (Roche), se centra en 
el principio de la pirosecuenciación, es decir la utilización de la energía liberada en la 
incorporación de un nucleótido a una cadena de ADN, y la consecuente producción de 
luz que puede ser detectada por un equipo (Figura 2.3).  
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Una de sus principales aplicaciones es la secuenciación de transcriptomas, que permite 
detectar e identificar casi todas las clases de moléculas que son transcritas, desde los 
ARNmicro y las regiones no traducidas 5‘ y 3‘ hasta los ARNm más largos. Dada su 
amplia cobertura, el principal desafío consiste en delimitar que clase de transcriptoma se 
desea estudiar y diseñar un método adecuado de muestreo para obtener un ARN de 
buena calidad.  
Inicialmente se debe sintetizar ADNc de doble cadena a partir del ARNm, removiendo 
inicialmente todo el ARNr presente en la muestra, también se debe tener un control 
positivo de ARNm de alta calidad que permita monitorear el avance de la muestra en 
diferentes etapas de la reacción.  Una vez se tenga el ADNc, es necesario hacer una 
fragmentación para obtener moléculas de 200-800 nt, a los cuales se les unirán dos 
secuencias conocidas cortas o adaptadores (A y B) en cada extremo, que servirán para la 
amplificación y secuenciación de los fragmentos. 
Posteriormente, se genera una librería de ADNc seguida de una PCR en emulsión (em-
PCR) con el fin de amplificar separadamente cada uno de los ADNc obtenidos. Este 
procedimiento se lleva a cabo en microrreactores consistentes en una esfera magnética a 
la cual los ADNc se unen por medio del extremo 3‘ del adaptador B, en una emulsión 
de agua y aceite con todos los reactivos necesarios para la PCR. Después de varios 
ciclos de amplificación, se habrán generado en cada esfera un gran número de 
secuencias de doble cadena idénticas y unidas por el adaptador A, que son 
desnaturalizadas por adición de altas concentraciones de NAOH, obteniendo finalmente 
una esfera con un gran número de cadenas sencillas idénticas unidas por el extremo 3´ 
adheridas a su superficie.  
Después de la amplificación, las esferas son cargadas en un dispositivo conocido como 
―PicoTiterPlate‖ que se introduce en el secuenciador. Este dispositivo posee más de un 
millón de celdas de 44 micras de diámetro, en las cuales únicamente alcanza una esfera 
con ADN por pocillo. Además de las esferas con ADN, se introducen otro tipo de 
esferas que contienen las enzimas sulfurilasa y la luciferasa necesarias para el proceso 
de secuenciación. La sulfurilasa genera ATP a partir de pirofosfato liberado en la 
incorporación del nucleótido y la luciferasa en presencia de ATP, cataliza la reacción 
que genera una emisión de luz. De esta forma cada vez que la ADN polimerasa 
incorpora un nucleótido a la cadena creciente complementaria del ADN, se emite luz 
que es detectada por el equipo, captura la imagen y hace la interpretación. 
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Figura 2. 3 Esquema simplificado de la pirosecuenciación (Modificado de: http:// 
454.com y http://www.flickr.com/photos/got2knit/3332180118/).  
 
La adición de los nucleótidos esta automatizada por el secuenciador, que de forma 
cíclica agrega un nucleótido cada vez, de esta manera la polimerasa extenderá uno o 
más nucleótidos dependiendo de la secuencia molde y se emitirá luz con una intensidad 
proporcional al número de nucleótidos incorporados a la nueva cadena que se va 
sintetizando durante el proceso de secuenciación. Para la interpretación de las señales 
luminosas, el equipo consta de programas informáticos que interpretan estos patrones de 
luz y generan gráficas que indican si existió incorporación o no de nucleótidos y en qué 
cantidad (Jarvie y Harkins, 2008). 
  
2.6.5 Aplicación de técnicas moleculares en plantas 
 
La integración de estas técnicas en la búsqueda de genes diferencialmente expresados 
asociados a diferentes procesos fisiológicos de las plantas, han sido de gran ayuda en el 
campo del mejoramiento. 
Un estudio realizado por Henrriquez y Daayf (2010), empleó una mezcla de hibridación 
sustractiva con AFLPs para detectar genes diferencialmente expresados en la 
interacción Solanum tuberosum-Phytophtora infestans, encontrando 41 fragmentos 
derivados de un transcripto (TDFs) de la interacción, que incluyen posibles factores de 
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patogenicidad y genes de Avirulencia del patógeno, posibles genes de resistencia de la 
papa, genes potencialmente suprimidos y genes involucrados en la suceptibilidad, 
regulados diferencialmente en dos materiales contrastantes frente al aislado más 
agresivo US8. El empleo conjunto de estas técnicas permitió seleccionar los genes 
expresados como producto de la interacción eliminando casi el 100% de las secuencias 
provenientes de genes constitutivos. Lo anterior se corroboró a través de Southern y 
Northen Blot y RT-PCR en tiempo real (Henrriquez y Daayf, 2010). 
La RT- PCRq es usada frecuentemente para cuantificar los niveles de expresión de 
diferentes genes, o del mismo gen en diferentes muestras, con el fin de determinar la 
regulación de un gen como una forma de respuesta de la planta a ciertas condiciones de 
estrés. Este es el caso de un estudio realizado para determinar los genes implicados en la 
resistencia de una variedad de soya al fitopatógeno Phytophtora sojae. Al encontrarse 
genes asociados con la resistencia a través de microarreglos, un grupo de genes 
seleccionados se evaluaron para determinar su tasa de expresión en dos materiales 
contrastantes a través de RT-PCRq (Moy et al., 2004).   
En otro estudio se pretendían dilucidar cuales eran los genes transcripcionalmente 
activos que se relacionaban con la resistencia de una variedad de uva al hongo causante 
del mildeo polvoso (Erysiphe necator (Schw.) Burr). Para ello se evaluaron diferentes 
tiempos después de la inoculación con el patógeno y empleando la técnica de 
microarreglos lograron identificar genes que se sobreexpresaban diferencialmente en 
dos variedades, una susceptible y otra resistente. Los resultados obtenidos revelan que 
los genes responsables de la defensa se sobrerregulaban en la variedad mas susceptible, 
mientras que se expresaban débilmente en la variedad resistente. Estos resultados se 
compararon con los arrojados por RT-PCRq, encontrando consistencia entre las dos 
técnicas empleadas (Fung, et al., 2008). 
Recientemente, la pirosecuenciación permitió una de las mayores contribuciones al 
campo de la agricultura con la secuenciación total y ensamblaje del 86% del genoma de 
la papa a partir de un clon doble monoploide homocigoto. El genoma de la papa 
presentó un tamaño de 844 Mb, dentro del cual al menos el 62,2% está constituido por 
secuencias repetitivas (452,5 Mb) y el 29,4% por elementos transponibles la mayoría de 
los cuales retrotransposones de la clase LTR; adicionalmente se identificaron 
repeticiones subteloméricas o cerca a los extremos de los cromosomas. Los genes 
codificantes de proteínas son 39.031, de los cuales 9,875 (25,3 %), codifican dos o más 
isoformas, lo que indica una gran variación funcional.  
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Se encontraron 408 genes codificantes para proteínas con dominios NBS- LRR, 57 
dominios que tienen homología con el gen R TIR (Toll/interleukin-1 receptor/plant), 
que como se mencionó anteriormente están implicados en mecanismos de defensa de la 
planta. De estos genes se conoce que alrededor del 39,4 % son pseudogenes debido a 
deleciones, cambios en el marco de lectura o codones de parada ubicados 
prematuramente (Consorcio de secuenciación del genoma de la papa, 2011). 
 
2.6.6 Estudios moleculares en Plasmodiofóridos 
 
Pese a la importancia de los plasmodiofóridos en la agricultura, es poco lo que se 
conoce a nivel molecular. El organismo más representativo y del que se conoce más 
información es Plasmodiophora brassicae, agente causal de la enfermedad de la hernia 
del repollo. Se conoce que el genoma de P. brassicae está compuesto por 20 complejos 
sinaptonémicos y su tamaño es de 18- 20,3 Mb, sus genes son ricos en intrones y estos 
tienen en sus extremos 5‘ y 3‘ las secuencias GT y AG, además de la secuencia del 
punto de ramificación, lo que indica que el proceso de splicing se lleva a cabo de forma 
similar a como sucede en la mayoría de los eucariotas (Siemens et al., 2009). 
La transcripción posiblemente comience a partir de elementos iniciadores, diferentes a 
la caja TATA en  P. brassicae. Donde se confirmó la presencia de genes vecinos, se 
encontraron distancias intergénicas cortas (44- 470 pb) y fragmentos largos (2,2 kb) que 
no contenían genes obvios.  
Los genes que tienen especial importancia son aquellos que codifiquen para proteínas 
involucradas en la patogenicidad o infectividad del patógeno, como aquellas que 
presentan péptidos señal que pueden modificar la pared celular vegetal. De estos se han 
caracterizado dos genes PbPPI1, el cual contiene un dominio peptidil prolil cis- trans 
isomerasa de la familia FKBP y ha sido reportado en varios patógenos intracelulares 
(Engleberg et al., 1989; Moro et al., 1995); y PbPDA1, que contiene un dominio 
quitoolisacarido desacetilasa ―del tipo NodB‖, y puede participar en la penetración de la 
pared celular durante el movimiento mixoameboide de plasmodios secundarios 
(Siemens et al., 2009). 
Las técnicas moleculares han jugado un papel importante en la detección de este tipo de 
patógenos, principalmente PCR y PCRq y el diseño de cebadores basados en la 
secuencia de los ITS. La variabilidad es otro de los puntos para los que se han empleado 
diferentes marcadores moleculares como los RAPDs, SCAR y RFLPs, así como 
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técnicas de hibridación. No obstante dada su naturaleza de parásitos biotróficos 
obligados, no se pueden cultivar en un medio axénico y por lo tanto es muy complicado 
obtener tejido del patógeno libre de contaminantes provenientes del hospedero o de 
otros microorganismos, lo que es una grave limitante para el estudio completo de su 
genoma. En este sentido, Bulman et al. (2011) a través del desarrollo de estructuras 
infectivas de P. brassicae y S. subterranea en callos de su respectivo hospedante 
(Brassica rapa y Solanum tuberosum) y en A. thaliana, lograron diseñar un método 
ideal para el estudio genómico de estos patógenos, obteniendo tejido libre de 
contaminantes. Este método acompañado de técnicas moleculares como PCR walking, 
Clonación, RT- PCR y RACE permitió dilucidar que al menos un cuarto de los treinta y 
tres clones obtenidos en este trabajo, corresponden a elementos retrotransponibles 
fragmentados o completos, siendo el elemento LTR Ty3 gypsy, uno de los más 
comunes en Spongospora; adicionalmente se identificaron elementos LINEs que 
contienen dos ORFs, el segundo de los cuales posee un dominio de transcriptasa reversa 
precedido por un dominio APE (apurinic/apyrimidinic endonuclease). 
Finalmente, en este trabajo se encontraron secuencias codificantes para ATPasa, 
Fosfodiesterasas, la subunidad de la RNApolimerasa y un gen putativo de la enzima 
isopropil malato sintasa (ISMS), cuya importancia radica en que cataliza el primer paso 
comprometido en la biosíntesis de leucina, mecanismo que sólo se ha observado en 
arqueas, bacterias, hongos y plantas. La evidencia filogenética sugiere que el gen ISMI 
está estrechamente relacionado con genes bacterianos, por lo que es un candidato 
potencial para la transferencia horizontal de genes al genoma de  Spongospora (Bulman 
et al., 2011). 
Los estudios moleculares relacionados con la interacción entre estos patógenos y sus 
hospederos son pocos, enfocándose principalmente a Plasmodiophora brassicae y 
Polymyxa spp.  
Cao et al., (2008) evaluaron el cambio en el perfil proteínico de plantas de Brassica 
napus inoculadas con el protista Plasmodiophora brassicae, encontrando 20 proteínas 
involucradas en la biosíntesis de lignina, metabolismo de las citoquininas, glicolísis, 
homeostasis intracelular del calcio y la destoxificación de ROS, que variaron en sus 
perfiles de expresión. Dentro de este grupo se evidencio después de la inoculación la 
disminución de caffeoyl-CoA O-metiltransferasa, enzima implicada en el metabolismo 
de lignina, lo cual conlleva a la reducción de lignina del hospedero favoreciendo la 
infección.  
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En el estudio de Graham et al. (2008), se evaluaron los genes expresados en 
interacciones de hospedero y no hospedero, entre plantas de cebada  y las especies de 
plasmodiophoridos Polymyxa betae y P.graminis. Encontraron que ambas especies 
elicitan una respuesta basal similar en ambas interacciones,  reflejado en el incremento 
en la transcripción de genes PR como PR1a, PR5, quitinasas, Glutation S- transferasa, 
proteínas de transferencia de lípidos y tioninas, genes que usualmente se ven activados 
por la respuesta de defensa desencadenada por PAMPs  (Thilmony et al., 2006). 
Agarwal et al. (2011), Estudiaron la expresión de genes durante las primeras etapas del 
proceso de infección de P. brassicae a plantas de A. thaliana mediante el empleo de 
microarreglos. Se evidenció un mayor cambio en la tasa de expresión (sobre y sub 
expresión) durante los 10 primeros días después de la inoculación, en los cuales el 
patógeno se encuentra en  la primera fase del ciclo de vida. Los genes que se sobre-
expresaron en los primeros tiempos codifican para proteínas de choque térmico, 
peroxidasa, glutatión S-transferasa y NADP oxidoreductasa, enzimas que participan en 
la liberación de ROS; también genes implicados en rutas metabólicas de defensa como 
el factor de transcripción  WRKY, la enzima  4-cumarato-CoA ligasa (4CL) y proteínas 
de la familia de las MAPK entre otras.  Finalmente los niveles de expresión bajos de 
genes relacionados con modificaciones de la pared celular, metabolismo de lignina, 
etileno, ácido salicílico y biosíntesis de citoquininas, se encontraron fundamentales para 
el establecimiento de la infección. 
Recientemente, Knaust y Ludwing – Müller (2012), evaluaron el rol del etileno (ET) 
durante la enfermedad ocasionada por P. brasicae en A. thaliana, enfocándose en los 
niveles de ACC, tasas de transcripción de las enzimas implicadas en la síntesis del ET y 
mutantes afectados en la percepción y transcripción dependiente de ET.  Se encontró 
que en los 10 primeros días (tiempo 1) se sobre- regularon varios genes relacionados 
con el ET, mientras que en el dia 23 (Tiempo 2) se sub- regularon genes asociados con 
señalización. No obstante para los genes de enzimas claves en la biosíntesis de ET, 
como S-adenosina metionina sintasa  (SAMS), la ACC sintasa (ACS) y ACC oxidasas 
(ACO1 y ACO2 ) no se evidenció consistentemente un patrón de regulación definido, 
sin embargo, se observo que el ET limita el desarrollo de agallas, uno de los principales 
síntomas de la enfermedad, y por lo tanto puede estar involucrado en la respuesta de 
defensa de la planta a la infección por P. brassicae, sin constituirse como el principal 
regulador de las respuestas de defensa de A. thaliana a este patógeno. 
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3 CAPITULO 1. EVALUACIÓN DE UN MÉTODO PARA LA 
CUANTIFICACIÓN DE LA SOBREEXPRESIÓN DE GENES  
 
3.1 RESUMEN 
 
El análisis de transcriptomas ha sido objeto de estudio en la biología molecular durante 
décadas, con el surgimiento de las tecnologías de secuenciación de siguiente generación 
las posibilidades para el análisis de transcriptomas han incrementado considerablemente 
permitiendo la obtención de grandes cantidades de información, con una muy baja tasa 
de error y reduciendo el costo de la secuenciación notablemente, por lo cual son mucho 
más rentables que la tecnología de secuenciación del dideoxinucleotido de Sanger, 
empleada tradicionalmente. El sistema GS FLX titanium de Roche puede generar 
1.000.000 de reads con una longitud de 400- 500 pb. Con 99,5 % de precisión en cada 
corrida, contituyendose como la tecnología NGS mas ampliamente usada para el 
secuenciamiento de novo y el análisis de transcriptomas en organismos no modelo. No 
obstante, aún es preocupante la precisión de los datos obtenidos, así como el análisis de 
los mismos, especialmente cuando se refiere a análisis de novo, en los que no se cuenta 
con ninguna información previa, y donde limitaciones como la ambigüedad en los 
resultados por presencia de homopolimeros o regiones repetidas pueden ser 
determinantes, antes y después del ensamblaje. Pensando en esta problemática en el 
presente estudio se plantean dos métodos que permitirán simular datos de 454 y evaluar 
niveles de expresión entre dos librerías de transcriptoma. 
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3.2 INTRODUCCIÓN 
 
La diversidad fenótipica se encuentra ligada a que las diferentes células de un 
organismo puedan expresar diversos grupos de genes ocasionando la especialización de 
los tejidos y su diferenciación funcional. Es por esto que el análisis de transcriptomas ha 
recibido un gran interés, iniciándose con técnicas como Northern-blot y microarreglos. 
A pesar de que ambas técnicas permiten generar un perfil de expresión de alta calidad, 
su aplicabilidad se reduce a un número limitado de genes y requiere un compleja  
obtención y análisis de datos (Morozova et al., 2009). Con el surgimiento de las 
tecnologías de secuenciación de nueva generación (NGS, Next Generation Sequencing), 
como Roche/454, Illumina, Applied Biosystems y SOLiD entre otros, es posible obtener 
una cantidad de información de transcriptoma muy superior a la de los métodos 
tradicionales y con una baja tasa de error. Otra importante ventaja de estas metodologías 
radica en una baja complejidad experimental que incide significativamente en mejoras 
sobre la cobertura de los transcritos y costo por nucleótido (Wall et al., 2009).  
La primera plataforma de secuenciación de alto rendimiento, lanzada por Roche Life 
Science en 2005 con el secuenciador GS20 FLX, esta fundamentada en la tecnología de 
pirosecuenciación. Esta técnica se basa en una cascada enzimática que empieza con la 
ADN polimerasa, seguida por la ATP sulfurilasa y la luciferasa. Estas tres enzimas 
actúan en secuencia de tal manera que al añadirse un nucleótido nuevo a la cadena, se 
utiliza el pirofosfato liberado para la síntesis de ATP, que sirve como sustrato de la 
luciferasa para la generación de luminicencia, que a su vez, es detectada por una cámara 
CCD. El número de celdas con secuencias template detectables es de alrededor de 
450.000, la cual producía cerca de 200.000 reads utilizables con una longitud de 100 a 
230 pb (Huse et al, 2007). En 2008 Roche sacó al mercado el sistema GS FLX titanium 
que mejora el desempeño, longitud de reads y precisión de la técnica (Ansorge, 2009). 
Titanium puede generar 1‘000.000 de reads con una longitud de 400- 500 pb con 99,5 
% de precisión en cada corrida, contituyendose como la tecnología NGS mas 
ampliamente usada para el secuenciamiento de novo y el análisis de transcriptomas en 
organismos no modelo (Sun et al., 2010). Pese a las ventajas que esta nueva tecnología 
representa, es difícil determinar la intensidad de la luminiscencia producida cuando hay 
un homopolímero. El resultado puede ser la ambigüedad en la longitud del 
homopolímero, especialmente en los de mayor longitud. Adicionalmente, el flujo 
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insuficiente entre cada descarga de nucleótidos puede ocasionar inserciones de una base 
o, nucleótidos insuficientes en el flujo, pueden causar la extensión incompleta de los 
homopolimeros, lo cual se ve reflejado en un exceso de valores intermedios en el 
flujograma (Baja calidad de los reads) (Margulies et al., 2005). La tasa de error 
reportada por base para el primer secuenciador GS20, fue del 3% (Huse et al., 2007), 
mientras que para GS FLX titanium, la tasa de error reportada  por base es de 1,07% 
(Gilles et al., 2011). 
Recientemente, La plataforma de 454 sequencing ha continuado con su proceso de 
mejoramiento, lanzando en 2011 el sistema GS FLX+, generando 1.000.000 reads de 
longitudes de 700- 1000 pb, con una precisión del 99,997% en los ensamblajes, con 
menos gaps, contigs mas largos y mejores asignaciones para regiones repetidas. Así 
mismo este sistema promete una mayor cobertura, para la reconstrucción de novo de 
transcriptomas (Penzberg, 2011). 
No obstante los avances en las tecnologías NGS, aún existe preocupación sobre la 
precisión de los datos obtenidos y su análisis, especialmente cuando se refiere a análisis 
de novo, en los que no se cuenta con ninguna información previa, y donde limitaciones 
como la ambigüedad en los resultados por presencia de homopolimeros o regiones 
repetidas pueden ser determinantes, antes y después del ensamblaje (Huse et al., 2007). 
Con el fin de entender mejor estos problemas y validar los métodos de análisis se han 
realizado varios estudios en los que se plantea la utilización de programas para la 
simulación de datos generados por 454, que permitan controlar las fuentes de error y de 
esta manera esclarecer o determinar la variabilidad de los resultados, evaluar la calidad 
del ensamblaje y diferentes ensambladores. De esta manera, el empleo de simuladores 
de datos también permite evaluar los métodos para el análisis de la expresión diferencial 
de genes.   
Blazer et al., (2010) implementaron un simulador (Flowsim) que genera archivos de 
pirosecuenciación reales, de tamaño aleatorio de un grupo de secuencias dado. Los 
datos generados por el simulador fueron empleados para evaluar el impacto de las 
longidudes de las secuencias en los resultados del ensamblaje. Otro simulador 
ampliamente utilizado es Flux simulator, diseñado para entender la secuenciación de 
alto desempeño aplicado a trascriptoma (RNA-seq), que modela in silico los pasos que 
determinan la cantidad y distribución de los reads obtenidos en un experimento de 
RNA-seq (Sammeth, 2009).  
 57 
 
En cuanto al análisis de la expresión diferencial de genes también se han planteado 
diversos métodos, que tienen en cuenta todos los parámetros posibles para un análisis 
confiable y que sobre todo refleje las relaciones biológicas, representadas mediante la 
sobre expresión o sub- expresión de genes. Tradicionalmente los reads obtenidos 
después de la secuenciación se asignan a una región del genoma donde cada clase/gen 
representa un transcrito determinado, luego se hace un conteo del número de reads en 
cada clase, que se relaciona linealmente con la abundancia del transcrito objetivo 
(Williams et al., 2008). Para conteos de experimentos de RNA-seq, o SAGE (Serial 
Analysis of Gene Expression) se han propuesto diferentes modelos, entre ellos  los 
Modelos Generalizados Lineales (GLMs), dentro de los que se incluyen el modelo 
binomial, binomial negativa, Poisson, o Poisson con efectos aleatorios (McCarthy et al., 
2012; Langmead et al., 2010; Anders & Huber., 2010). 
Dentro de los modelos fundamentados en la distribución binomial negativa se encuentra 
el paquete estadístico edgeR, ampliamente usado en el análisis de RNA-seq, o SAGE, 
ya que solo se necesita un parámetro por cada gen, por lo cual se puede aplicar a 
experimentos con un  bajo numero de replicas (Robinson & Smyth, 2008). Otros 
métodos se han basado en la distribución de Poisson como DEGseq, un paquete 
estadístico de R, que integra el test exacto de Ficher (Bloom et al., 2009) y el test de 
tasa de probabilidad (Marioni et al., 2008), para la identificación de genes 
diferencialmente expresados (Wang et al., 2010). En este capítulo se evalua el efecto de 
la calidad de los datos y su longitud sobre los ensamblajes y se evalua un nuevo método 
para la determinación de los niveles de transcripción independiente de ensamblajes.  
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3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.3.1 Simulador y generación de datos simulados 
Se escribió un programa en perl denominado 454readsim.pl (Anexo 3.5.2) que genera 
reads a partir de  la fragmentación de una secuencia original (archivo en formato fasta), 
en cuyo título está incluido el valor de la expresión del gen (número de fragmentos que 
se generarán a partir de la secuencia), para ello el archivo fasta original se corrió en un 
script que introduce el valor de la expresión en el titulo de la secuencia (input.pl) 
(Anexo 3.5.1); este valor, corresponde a un número aleatorio que es establecido por el 
usuario. La longitud media de los reads también puede ser establecida por el usuario, así 
como la desviación estándar. Los reads generados por 454 presentan una tasa de error 
relativamente baja de alrededor del 1,07% distribuida principalmente entre inserciones, 
deleciones, y sustituciones, que están relacionados con diversos factores experimentales 
como la posición del nucleótido en la secuencia, la presencia de homopolimeros y 
finalmente la longitud de la secuencia (Gilles, et al). Teniendo en cuenta lo anterior, se 
escribió una subrutina interna mediante la cual el simulador introduce errores en los 
reads generados, a una tasa que puede ser determinada por el usuario.  
El mecanismo de ejecución de los programas para obtener los fragmentos se explica en 
la figura 3.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. 1 Ejecución de programas para simulación de fragmentos a partir de un 
archivo de secuencias en formato fasta. 
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3.3.2 Evaluación de ensamblajes usando CAP3 
 
Para evaluar la eficiencia de CAP3 en el ensamblaje de reads se tomaron en cuenta dos 
parámetros básicos que son la longitud media de los reads y la tasa de error, así como el 
número de fragmentos sobre la generación de contigs y la generación de reads. Para lo 
anterior se tomo una secuencia de nucleótidos codificante para una proteína que 
contiene el dominio Pirroloquinolina Quinona Deshidrogenasa (PQQ_DH) de 
Arabidopsis thaliana  (N° accesión: NM_121194) de 3267 pb de longitud.  Para la 
evaluación de las longitudes se generaron grupos de 10, 100 y 1000 fragmentos con 
longitudes medias de µ=50 y σ= 10, µ=100 y σ= 15, µ=150 y σ=20, µ=200 y σ=40, 
µ=250 y σ= 80 y µ=450 y σ= 40 para un total de 18 grupos de datos, la tasa de error se 
mantuvo constante en todos los grupos (1%). Para la evaluación del efecto de los errores 
se generaron grupos de 10, 100 y 1000 fragmentos con tasas de error de 0.1%, 1%, 10% 
y 50%, para una total de 12 grupos de datos, manteniendo una longitud media constante 
(µ=350 y σ=50). Los fragmentos generados en cada grupo de datos, fueron ensamblados 
con CAP3 empleando los parámetros por establecidos por defecto. 
 
3.3.3 Evaluación de niveles de expresión  
 
En el presente estudio se plantea un método para medir la sobre- expresión de genes, 
mediante la comparación de dos librerías de cDNA, la primera que corresponde al 
transcriptoma a del organismo bajo las condiciones de prueba que desean ser evaluadas, 
y la segunda a  el transcriptoma del organismo bajo condiciones control o testigo. 
Para ello se definió al transcriptoma como la sumatoria de todas las secuencias de 
RNAm (n)  presentes en la célula en un instante dado, de la siguiente manera: 
 ii LnT   [1] 
Luego, se considera la probabilidad de que un fragmento seleccionado corresponda al 
transcrito de un gen particular mediante: 

p 
nl
T





 L
  [2] 
 60 
 
Donde L corresponde a la longitud media de los fragmentos de la librería (reads) y l a la 
longitud del CDS. Si la probabilidad p es lo suficientemente pequeña, la probabilidad de 
que una secuencia de la librería sea muestreada  k veces en un total de N fragmentos, se 
aproxima con una distribución de poisson, así: 

P(k;) 
k
k!
e
 [3] 
Donde P(k, µ) corresponde a la probabilidad de que un fragmento sea muestreado k 
veces, µ corresponde a Nxp y N es el número total de fragmentos.  
Experimentalmente el valor de p para un gen determinado se puede calcular a través del 
conteo del número de hits de blast para dicho gen dividido entre el número total de 
fragmentos: 

P(k,) 
k
N    [4] 
De esta manera, uniendo las ecuaciones 3 y 4  se obtiene: 
    

ki
N

LNli i 
ki
ki!
e
 LNi i 
 [5] 
Donde αi corresponde a la razón n/T para el gen i. El valor de α puede ser determinado 
numéricamente a partir de la ecuación 5, permitiendo la determinación de la abundancia 
relativa de un transcrito en el transcriptoma. Para obtener la relación existente entre el 
número de transcritos de un gen dado entre dos muestras, se asume que el tamaño de los 
dos transcriptomas es similar, obteniéndose que: 

Rij 
ni
n j

 i
 j    [6] 
La ecuación 6 permite calcular la abundancia máxima de un transcrito que no se haya 
observado en una de las librerías, mediante la corrección por el tamaño de las librerías y 
la longitud de los transcritos. De esta forma dos trascritos con el mismo valor de α  se 
observarán un numero de veces diferente (número de hits de Blast) dependiendo de su 
tamaño, por lo cual es mas probable la ocurrencia del transcrito que tenga mayor 
longitud. 
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Para llevar a cabo este procedimiento, se escribieron una serie de rutinas en perl, con el 
fin de extraer, ordenar, y dar el formato adecuado a los archivos para el cálculo de los 
valores de α. La primera de ellas es BlastR_organizer.pl (Anexo 3.5.5) la cual recibe 
como archivo de entrada la salida de BLASTx de las dos librerías a evaluar, en un 
formato de salida 6, con los parámetros establecidos por defecto (Camacho et al., 2008), 
generando un listado ordenado de todos los reads que tuvieron por lo menos un hit en 
BLASTx. Luego el archivo obtenido, se ingresa a CDSize_extractor.pl (Anexo 3.5.6) el 
cual, genera una lista con los nombres de las proteínas y extrae el tamaño del CDS, este 
archivo de salida se corre en Seq_recorder.pl (Anexo 3.5.7), que hace un conteo de los 
reads que se alinearon con cada proteína. Finalmente el archivo de salida se ingresa a 
αexpression_determiner.pl (Anexo 3.5.8), que se encarga de calcular el valor de alfa 
para cada proteína. Para lo anterior se requiere conocer el número de reads y su longitud 
promedio, para esto se ejecuta la rutina FastaFile_extractor.pl (Anexo 3.5.9) que 
permite extraer los archivos en formato fasta de los reads que tuvieron hits. En la figura 
3.2 se esquematiza la secuencia de ejecución de los programas. 
 
 
Figura 3. 2 Esquema de ejecución de rutinas escritas en Perl, para la determinación de 
niveles relativos de expresión. 
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3.3.4  Validación del método para medir sobreexpresión 
Con el fin de validar el método anterior, se generaron cuatro librerías con datos 
simulados empleando 454readsim.pl. Para ello, se descargaron 1001 secuencias de 
referencia correspondientes a CDSs completos de diferentes proteínas de Arabidopsis 
thaliana, de la base de datos NCBI.  
 
3.3.4.1 Simulación de datos 
A partir de las 1001 secuencias se generaron cuatro grupos de datos con diferente valor 
de expresión y número de secuencias (G1, G2, G3 y G4) mediante el script input.pl 
(tabla 3.1). Los grupos de datos G3 y G4, debían conservar la misma proporción de 
valores de expresión que G1 y G2 respectivamente, pero con menor número de 
secuencias, para esto el archivo generado con input.pl se corrió en el script estract.pl, el 
cual divide cada valor de expresión entre un factor determinado, en este caso 3.  
 
Tabla 3. 1 Niveles de expresión para cada grupo de datos. 
 
N° de 
secuencias 
Expresión G1 Expresión G2 Expresión G3 Expresión G4 
A 300 100 25 34 9 
B 300 25 100 9 36 
C 401 50 50 17 17 
 
De acuerdo al valor de expresión asignado se generaron los fragmentos 
correspondientes mediante la ejecución del programa 454readsim.pl, empleando como 
parámetros tamaño medio de los reads= 350, desviación estándar = 50 y una tasa de 
error del 1%.  
 
3.3.4.2 BLASTx 
Con los reads generados, se corrió el algoritmo Blastx empleando una base de datos 
enmascarada generada a partir de secuencias de proteínas de A. thaliana de cada 
cromosoma (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Arabidopsis_thaliana/), se activó el filtro 
para secuencias redundantes y de baja complejidad, se eligió un e-valor de 10
-6
, y que 
en el archivo de salida queden guardados únicamente los hits de mayor identidad.  
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Con el archivo de salida del Blastx, se inició el análisis de sobre-expresión, ejecutando 
la serie de programas diseñados para expresión. 
  
3.3.4.3 Análisis de resultados 
Se verificó el grado de correlación existente entre el número de hits obtenidos con 
BLASTx y el valor inicial de expresión asignado en la simulación, mediante la siguiente 
línea de comandos de perl: 
verito@ubuntu:~/Escritorio/VAL6/simulación$ perl -F'\t' -
anE '$v{$F[0]}++; END { say "$_\thits=$v{$_}" for keys %v 
}' G1pocas_blastx_result.txt > G1pocas_hits_count.txt 
 
Posteriormente se efectúo la comparación del  número de hits y el valor de expresión 
mediante el script comp2.pl (Anexo 3.5.4), y finalmente se hizo un análisis de 
correlación entre el N° de hits y los valores de expresión asignados. 
Para determinar la validez del método de determinación de niveles de expresión 
relativos, se efectúo un análisis de correlación entre la razón de los niveles de alfa de los 
grupos G1 y G2 (αG1/αG2) y la razón entre los valores de expresión asignados 
inicialmente para los mismos grupos (exp_G1/exp_G2). 
 
3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
3.4.1 Generación de datos simulados  
Se diseño el programa 454readsim.pl, un generador de reads de secuenciación obtenidos 
mediante la tecnología 454 GS-FLX Titanium de Roche. El programa simula 
características de las secuencias tales como la longitud y tasa de error, permitiendo 
además controlar el número de reads obtenidos de cada secuencia original, característica 
que lo hace especialmente funcional para la simulación de datos de transcriptomas.   
Para ello, abre una secuencia en formato .fasta, en cuyo título esta la información del 
número de secuencias a extraer de la secuencia original (Valor de expresión), 
previamente añadido mediante la ejecución de input.pl. Posteriormente recorre la 
secuencia y en un punto aleatorio, extrae un fragmento de tamaño x, que es extraído de 
una lista de valores distribuidos normalmente, que se genera al suministrar el valor de la 
 64 
 
media (µ) y la desviación estándar (σ) en el momento de ejecución del programa. 
Generando grupos de datos con una longitud promedio x, distribuidos normalmente. 
Una vez se tiene el fragmento, mediante la ejecución de una subrutina, se insertan los 
errores según la tasa de error por base especificada por el usuario, que esta distribuida 
entre inserciones (0,6%), deleciones (0,3%) y sustituciones (0,1%) (Tabla 3.2).  
 
Tabla 3. 2 Tasa de error empleada en 454readsim.pl para la inserción de errores en los 
reads simulados. 
Tasa de 
error 
Tasa 
inserciones 
N° errores/ 
2000nt
*
 
Tasa 
deleciones 
N° errores/ 
2000nt
**
 
Tasa 
sustituciones 
N° 
errores/ 
2000nt
***
 
10% 0,60% ~12 0,30% ~6 0,10% ~ 2 
1% 0,06% ~1 0,03% ~1 0,01% 0 
0,1% 0,01% 0 0,0003% 0 0,0001% 0 
*
Número de inserciones esperadas en una secuencia de 2000 nt. 
**
Número de deleciones esperadas en una secuencia de 2000 nt. 
***
Número de sustituciones esperadas en una secuencia de 2000 nt. 
 
Luego el programa asigna valores de calidad equivalentes a Phred, a cada uno de los 
nucleótidos de acuerdo con la posición en la que se encuentren y si tuvieron un error o 
no (Tabla 3.3). 
 
Tabla 3. 3. Valores de calidad asignados para cada nucleótido según su posición y 
presencia de errores. 
Posición Rango de puntaje 
p < 100 35 - 45 
300 > p > 100 25 - 35 
450 > p > 300 12 - 20 
p > 450 0 - 15 
Errores 0 - 20 
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Finalmente el proceso se repite el número de veces especificado en valor de expresión y 
genera un archivo fasta con todos los reads correspondientes, también genera un archivo 
.qual, con los valores de calidad de cada read. 
454readsim.pl fue escrito en lenguaje Perl, y se ejecuta desde línea de comandos en 
Linux (Ubuntu) desde la terminal o en Windows desde la línea de comandos de Perl. 
En el presente estudio 454readsim.pl, mostro ser eficiente en la generación de 
secuencias de longitud variable generándose seis grupos de datos, a partir de la misma 
secuencia tal como se ilustra en la tabla 3.4 y figura 3.3, con una tasa de error por base  
distribuida entre inserciones (0,6%), deleciones (0,3%) y sustituciones (0,1%). Los 
errores se distribuyen a lo largo de la secuencia de manera aleatoria, obteniéndose para 
la secuencia homogénea de prueba (conformada únicamente por U), alrededor de 30 
errores para la secuencia generada con una tasa de error del 10 %,  5 para la secuencia 
con 1% de error y 3 para la secuencia con 0,01%.(Figura 3.4). 
 
Tabla 3. 4 Grupos de datos generados por el simulador 454readsim.pl 
µ=50 µ=250 µ=450 
σ= 10 σ= 20  σ= 40  σ= 80 σ= 20 σ= 44 
1000 1000 1000 1000 1000 1000 
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Figura 3. 3 Longitudes de los fragmentos generados para seis grupos de secuencias, a partir de una secuencia de nucleótidos de A. thaliana.
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Figura 3. 4 Distribución de los errores sobre una secuencia de acuerdo con la tasa de 
error asignada 0,1%, 1% y 10%, con subrutina del programa 454readsim.pl. 
 
La utilización de datos simulados se ha considerado muy importante para el desarrollo 
de programas porque permiten estudiar de manera independiente un factor particular y 
además se dispone de la información completa acerca de la verdadera solución, con la 
cual se puede medir los resultados del programa (Myers, 1999). En el caso de los datos 
generados mediante pirosecuenciación uno de los factores más importantes es la tasa de 
error por base, No obstante para la tecnología 454, son pocos los estudios centrados en 
la simulación de datos. En 2008, Richter y colaboradores, diseñaron un simulador de 
reads de secuenciación especializado en la generación de datos metagenómicos, cuyo 
modelo de error se basa en curvas de error que asignan tasas de error a posiciones 
específicas.  
Recientemente Balzer et al (2010) diseñaron un simulador de datos de 454 que genera 
archivos reales .sff a partir de secuencias en formato fasta mediante la generación de 
flujogramas, convirtiendo secuencias de nucleótidos en longitudes de secuencias de 
homopolimeros, que después son modificadas según diferentes distribuciones, por lo 
tanto la tasa de error solo se centra en presencia de homopolimeros. 
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3.4.2 Evaluación de ensamblajes usando CAP3 
En el análisis de transcriptomas el ensamblaje de los reads es importante para definir 
transcritos putativos y realizar la anotación de los datos ensamblados. Existen diversos 
programas diseñados para realizar estos ensamblajes tratando de reducir al mínimo 
problemas como errores en las secuencias y polimorfismos, que puedan dificultar el 
reconocimiento de solapamientos, así como la variación en la abundancia y en la 
cobertura efectiva que se puede presentar en transcritos individuales (McCarthy et al., 
2012). Para determinar el efecto de la longitud de los fragmentos y las tasas de error 
sobre los ensamblajes obtenidos con CAP3 se llevaron a cabo simulaciones sobre genes 
se secuencia conocida.  Cap3 es un ensamblador basado en un algoritmo OLC (Overlap 
Layout Cosensus), que generalmente se ha empleado para el ensamblaje de secuencias 
genómicas obtenidas mediante la tecnología de Sanger, aunque recientemente se ha 
comparado con otros ensambladores, para evaluar su desempeño con datos generados a 
partir de secuenciación con 454. En el estudio realizado con Kumar y Blaxter (2010) se 
evaluaron los ensambladores Cap3, CLC Assembly Cell 3.0, Newbler en sus versiones 
2.3 y 2.5, Mira y SeqMan NGen 2.1. En el estudio encontraron que todos los 
ensambladores excepto Newbler 2.3 son eficientes y obtuvieron resultados comparables, 
siendo Newbler 2.5 el que genera contigs mas largos. Resultados similares se 
observaron en un estudio realizado por Mundry et al. (2012), en el a partir de datos 
simulados se logro establecer que Newbler fue mas eficiente en la reconstrucción de los 
transcritos originales, además de generar resultados menos redundantes. 
En este trabajo se evalúo la influencia de la longitud del tamaño de los fragmentos y de 
la tasa de error, sobre la calidad del ensamblaje, medida en el grado de reconstrucción  
la secuencia original. 
Se obtuvo que los fragmentos con longitudes inferiores a 50 pb no lograron ensamblarse 
adecuadamente, y la mayoría de las secuencias permanecen como singlets. Caso 
contrario a fragmentos con longitudes de alrededor de 100 pb, que formaron un menor 
número de contigs y singlets (Tabla 3.5, Figura 3.5). Fragmentos con longitudes 
superiores a 250 pb se ensamblaron en un solo contig que compartía un 100% de 
identidad con la secuencia original. 
En el caso de la influencia de la tasa de error en los ensamblajes, se evidenció un mayor 
efecto sobre el número de contigs y singlets obtenido (Tabla 3.6, Figura 3.6), pues 
aunque se obtuvo un número pequeño de contigs y de singlets para las tasas de error 
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inferiores al 1%, únicamente en un caso (100 fragmentos y error=0,1%) se logro el 
ensamblaje de todos los reads en un solo contig (Figura 3.7). 
Tabla 3. 5 Número de contigs y singlets generados después del ensamblaje. 
N° Contigs 
N° Fragmentos µ=50 µ=100 µ=150 µ=200 µ=250 µ=450 
10 0 1 2 2 3 4 
100 13 18 5 3 1 1 
1000 96 1 1 1 1 1 
N° Singlets 
N° Fragmentos µ=50 µ=100 µ=150 µ=200 µ=250 µ=450 
10 10 8 5 5 4 1 
100 73 3 0 0 0 1 
1000 384 2 0 3 2 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. 5 Arriba: Número de contigs generados después del ensamblaje de los grupos 
de datos con diferentes longitudes y número de secuencias. Abajo: Número de singlets 
generados después del ensamblaje de los grupos de datos con diferentes longitudes y 
número de secuencias. 
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Tabla 3. 6 Número de contigs y singlets generados después del ensamblaje 
  N° Contigs   
N° Fragmentos Error=0.1 Error=1 Error=10 Error=50 
10 2 3 0 0 
100 1 1 4 0 
1000 1 4 51 0 
  N° Singlets   
N° Fragmentos Error=0.1 Error=1 Error=10 Error=50 
10 3 3 10 10 
100 0 2 92 100 
1000 3 6 889 1000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. 6 Arriba: Número de contigs generados después del ensamblaje de los grupos 
de datos con diferentes tasas de error y número de secuencias. Abajo: Número de 
singlets generados después del ensamblaje de los grupos de datos con diferentes 
longitudes y número de secuencias. 
 71 
 
Figura 3. 7 Fragmentos del Alineamiento múltiple de los contigs generados después del 
ensamblaje con Cap3 de secuencias simuladas con diferente tasa de error y la secuencia 
original de A. thaliana (NM_121194.3).   
Teniendo en cuenta lo anterior, nuestros resultados sugieren que Cap3 es un 
ensamblador cuya eficiencia depende en gran medida de la tasa de error presente en las 
secuencias, del número de secuencias a ser ensambladas y de la longitud de las mismas. 
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Los reads generados con 454, tienen longitudes que están alrededor de 400 pb (GS FLX 
titanium) o 700 en (GS-FLX +) y la tasa de error es de alrededor del 1%, considerando 
esto pueden ser ensamblados adecuadamente por Cap3, como se evidencia en los 
resultados.  
3.4.3 Validación del método de sobreexpresión 
En el análisis de transcriptomas es necesario tener en cuenta dos factores clave, para 
determinar si un gen es no sobre- expresado. El primer aspecto es que cuando se busca 
detectar un gen raro o una variante, cuyos niveles de expresión normales son muy bajos, 
es necesaria una mayor profundidad de secuenciamiento (mayor cobertura), lo cual se 
consigue mediante la secuenciación del 90% de los transcritos, que en cantidad 
dependerá del organismo que se esté analizando (Bashir et al., 2010). El segundo 
aspecto es una característica que pocas veces se tiene en cuenta al hacer análisis de 
transcriptomas, y es la variación en el tamaño de los transcritos evaluados.  Si se toma 
al transcriptoma como una población heterogénea de transcritos de diferentes 
longitudes, de la que se toma una muestra aleatoriamente, en términos de cantidad de 
ARNm, es probable que los transcritos de mayor tamaño se vean más representados que 
los de menor longitud, independientemente de sus niveles de expresión. Este factor 
cobra mayor importancia cuando en el proceso previo a la pirosecuenciación se 
fragmentan todas las cadenas de ADNc, eliminando la posibilidad de diferenciar si un 
fragmento esta en mayor cantidad porque esta sobre- expresado o porque esta sobre- 
representado en la muestra. 
Previo a la reacción de pirosecuenciación se requiere de un  tratamiento que incluye la 
síntesis de ADNc de doble cadena a partir del ARNm, para lo cual es necesario emplear 
un método que permita aislarlo del resto del ARN (ribosomal y de transferencia), por lo 
general se emplean técnicas que implican unión a las colas de poli A presentes en los 
ARNm. Posteriormente es necesario hacer una fragmentación para obtener moléculas de 
200-800 nt, a los cuales se les unirán dos adaptadores (A y B) empleados en la 
amplificación y secuenciación de los fragmentos. Se genera una librería de ADNc 
seguida de una PCR en emulsión (em-PCR) con el fin de amplificar separadamente cada 
uno de los ADNc, obteniéndose al final un gran número de cadenas sencillas idénticas. 
Finalmente se lleva a cabo la reacción de pirosecuenciación (Metzker, 2010).  
El método aquí planteado evalúa el nivel de expresión de un gen mediante el valor de 
alfa (número de transcritos/tamaño del trasncriptoma), teniendo en cuenta la  longitud 
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de la secuencia de la proteína que codifica y el tamaño medio de los reads. El método 
busca eliminar el sesgo existente por el tamaño del trascrito en el momento de calcular 
el nivel de expresión mediante el conteo de los hits obtenidos con Blast. De esta 
manera, se asume que: para que una secuencia codificante de una proteína corta, tenga 
el mismo número de hits que una proteína de mayor longitud, debe estar mucho mas 
sobre- expresada, lo cual se revela en el valor de alfa. 
Para ello se simularon datos de pirosecuenciación mediante 454readsim.pl con 
diferentes valores de expresión (número de fragmentos generados a partir de la misma 
secuencia). Se llevo a cabo el método planteado para medir sobre- expresión y  se 
realizó una comparación entre el número de hits obtenidos mediante Blastx y el valor de 
expresión generado inicialmente en la simulación (tabla 3.7 y 3.8). Al realizar el análisis 
de correlación entre el valor de expresión y el número de hits obtenido, se observa una 
alta correlación entre los dos valores (Figura 3.8), Lo que indica que el número de hits 
que un read tiene con determinada proteína, representa el número de veces que la 
secuencia se encuentra repetida (valor de expresión). Se observaron pocas secuencias 
que se alejan de la línea de tendencia, lo cual se debe a que el grupo de secuencias de A. 
thaliana original, a partir del cual se hizo la simulación de los datos, contenía 
secuencias redundantes, debido a esto existían secuencias que corresponden a la misma 
proteína, por lo tanto al hacer el blast dieron mayor número de hits, que el valor de 
expresión de cada una de las secuencias. Dado que el número de hits obtenidos en Blast 
es uno de los parámetros empleados para el análisis de sobre- expresión, el hecho de que 
cada read se alinee con la proteína correspondiente y que el número de secuencias esté 
adecuadamente correlacionado con el número de hits, es una medida que le da validez al 
método. 
Se analizo el grado de correlación existente entre los valores de alfa generados mediante 
el método planteado en este estudio y los valores de expresión establecidos para cada 
secuencia. Para esto se seleccionaron aleatoriamente 30 secuencias dentro del grupo G1, 
10 sobre expresadas, 10 subexpresadas y 9 con nivel de expresión medio, y se comparó 
con el valor de alfa de las mismas secuencias pero del grupo G2. Esta relación se 
comparo a su vez con el valor de la relación de los niveles de expresión generados para 
el mismo grupo de secuencias (Tabla 3.9). De manera general se observo que existe una 
alta correlación (R
2
= 0,9684) entre los dos valores evaluados (Expresión vs. alfa). 
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Figura 3. 8 Gráficos de correlación, entre valores de expresión y número de hits para cada grupo de datos simulados. 
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Tabla 3. 7. Comparación de niveles de expresión y los hits obtenidos para cada una de las 30 secuencias analizadas grupos de datos G1 y G2. 
 G1    G2    
Gene exp expGen/exp EF1 hits hitsGen/hits EF1 exp expGen/exp EF1 hits hitsGen/hits EF1 
proteinIQ-domain18(IQD18 100 1,45 94 1,47 41 0,59 36 4,00 
mybfamilytranscriptionfactor(AT1G01520) 3 0,04 3 0,05 34 0,49 34 3,78 
actindepolymerizingfactor11(ADF11) 103 1,49 93 1,45 20 0,29 18 2,00 
putativeclathrinassemblyprotein(AT2G01920) 33 0,48 33 0,52 15 0,22 15 1,67 
delta-9desaturase-like2protein(AT1G06100) 61 0,88 61 0,95 20 0,29 20 2,22 
nucleartranscriptionfactorYsubunitB-4(NF-YB4) 184 2,67 183 2,86 1 0,01 1 0,11 
syntaxin-125(SYP125) 89 1,29 88 1,38 27 0,39 27 3,00 
glucose-methanol-cholineoxidoreductase-likeprotein(AT1G14190) 74 1,07 74 1,16 49 0,71 49 5,44 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G17630) 200 2,90 200 3,13 6 0,09 6 0,67 
RING/U-boxdomain-containingprotein(AT1G18780) 98 1,42 98 1,53 41 0,59 41 4,56 
Cytochromeb/b6protein(AT2G07718) 12 0,17 12 0,19 94 1,36 94 10,44 
F-boxassociatedubiquitinationeffectorfamilyprotein(AT3G04250) 39 0,57 39 0,61 131 1,90 130 14,44 
translocaseinnermembranesubunit23-3(TIM23-3) 4 0,06 4 0,06 178 2,58 175 19,44 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G29710) 12 0,17 12 0,19 182 2,64 182 20,22 
lonprotease3(LON3) 41 0,59 41 0,64 72 1,04 72 8,00 
F-boxfamilyprotein(AT2G14500) 25 0,36 24 0,38 72 1,04 72 8,00 
vacuolarsortingreceptor6(VSR6) 35 0,51 35 0,55 6 0,09 6 0,67 
myosinheavychain-relatedprotein(AT2G15420) 20 0,29 20 0,31 97 1,41 97 10,78 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G31430) 29 0,42 29 0,45 68 0,99 68 7,56 
O-fucosyltransferase-likeprotein(AT3G07900)s 27 0,39 27 0,42 56 0,81 55 6,11 
transcriptionelongationfactorSPT4-1(AT5G08565) 32 0,46 27 0,42 32 0,46 21 2,33 
RibosomalproteinS5/ElongationfactorG/III/VfamilyG12915) 45 0,65 45 0,70 45 0,65 45 5,00 
transcriptionelongationfactor-likeprotein(AT3G10820) 11 0,16 10 0,16 11 0,16 10 1,11 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 36 0,52 35 0,55 36 0,52 34 3,78 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 42 0,61 38 0,59 42 0,61 34 3,78 
elongationfactorEF-1gammasubunit(AT1G09640) 25 0,36 23 0,36 25 0,36 24 2,67 
Elongationfactor1-alpha(AT5G60390) 69 1,00 64 1,00 69 1,00 9 1,00 
Elongationfactor1-beta1(AT5G12110) 14 0,20 11 0,17 14 0,20 8 0,89 
Elongationfactor1-beta2(AT5G19510)mRNA,completecds 76 1,10 71 1,11 76 1,10 65 7,22 
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Tabla 3. 8. Comparación de niveles de expresión y los hits obtenidos para cada una de las 30 secuencias analizadas grupos de datos G3 y G4. 
  G3 G4 
Gen exp expGen/exp EF1 hits hitsGen/hits EF1 exp expGen/exp EF1 hits hitsGen/hits EF1 
proteinIQ-domain18(IQD18 33 1,43 30 10,00 14 0,61 11 0,52 
mybfamilytranscriptionfactor(AT1G01520) 1 0,04 1 0,33 11 0,48 11 0,52 
actindepolymerizingfactor11(ADF11) 34 1,48 30 10,00 7 0,30 7 0,33 
putativeclathrinassemblyprotein(AT2G01920) 11 0,48 11 3,67 5 0,22 5 0,24 
delta-9desaturase-like2protein(AT1G06100) 20 0,87 20 6,67 7 0,30 7 0,33 
nucleartranscriptionfactorYsubunitB-4(NF-YB4) 61 2,65 61 20,33 0 0,00 0 0,00 
syntaxin-125(SYP125) 30 1,30 30 10,00 9 0,39 8 0,38 
glucose-methanol-cholineoxidoreductase-likeprotein(AT1G14190) 25 1,09 25 8,33 16 0,70 16 0,76 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G17630) 67 2,91 67 22,33 2 0,09 2 0,10 
RING/U-boxdomain-containingprotein(AT1G18780) 33 1,43 33 11,00 14 0,61 14 0,67 
Cytochromeb/b6protein(AT2G07718) 4 0,17 4 1,33 31 1,35 31 1,48 
F-boxassociatedubiquitinationeffectorfamilyprotein(AT3G04250) 13 0,57 13 4,33 44 1,91 44 2,10 
translocaseinnermembranesubunit23-3(TIM23-3) 1 0,04 1 0,33 59 2,57 57 2,71 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G29710) 4 0,17 4 1,33 61 2,65 61 2,90 
lonprotease3(LON3) 14 0,61 14 4,67 24 1,04 24 1,14 
F-boxfamilyprotein(AT2G14500) 8 0,35 8 2,67 24 1,04 24 1,14 
vacuolarsortingreceptor6(VSR6) 12 0,52 12 4,00 2 0,09 2 0,10 
myosinheavychain-relatedprotein(AT2G15420) 7 0,30 7 2,33 32 1,39 32 1,52 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G31430) 10 0,43 9 3,00 23 1,00 23 1,10 
O-fucosyltransferase-likeprotein(AT3G07900)s 9 0,39 9 3,00 19 0,83 19 0,90 
transcriptionelongationfactorSPT4-1(AT5G08565) 14 0,61 5 1,67 14 0,61 7 0,33 
RibosomalproteinS5/ElongationfactorG/III/VfamilyG12915) 15 0,65 15 5,00 15 0,65 15 0,71 
transcriptionelongationfactor-likeprotein(AT3G10820) 4 0,17 4 1,33 4 0,17 4 0,19 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 12 0,52 11 3,67 12 0,52 11 0,52 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 14 0,61 10 3,33 14 0,61 11 0,52 
elongationfactorEF-1gammasubunit(AT1G09640) 8 0,35 8 2,67 8 0,35 7 0,33 
Elongationfactor1-alpha(AT5G60390) 23 1,00 3 1,00 23 1,00 21 1,00 
Elongationfactor1-beta1(AT5G12110) 5 0,22 5 1,67 5 0,22 3 0,14 
Elongationfactor1-beta2(AT5G19510)mRNA,completecds 25 1,09 22 7,33 25 1,09 18 0,86 
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Tabla 3. 9. Comparación de la relación entre valores de alfa y número de hits encontrados 
para cada proteína, en relación con el factor de elongación 1α. 
Gen 
αG1/ 
αG2 
expG1/ 
expG2 
actindepolymerizingfactor11(ADF11 8,9 5 
Cytochromeb/b6protein(AT2G07718) 0,05 0 
delta-9desaturase-like2protein(AT1G06100) 0 3 
Elongationfactor1-alpha(AT5G60390) 1,01 1 
Elongationfactor1-beta1(AT5G12110) 1,19 1 
Elongationfactor1-beta2(AT5G19510) 1,85 1 
elongationfactorEF-1gammasubunit(AT1G09640) 1,08 1 
F-box associated ubiquitination effector family protein 
(AT3G04250) 
0,23 0 
F-boxfamilyprotein(AT2G14500) 0,23 0 
glucose-methanol-cholineoxidoreductase-
likeprotein(AT1G14190) 
1,83 2 
lonprotease3(LON3) 0,48 1 
mybfamilytranscriptionfactor(AT1G01520) 0 0 
myosinheavychain-relatedprotein(AT2G15420) 0,12 0 
O-fucosyltransferase-likeprotein(AT3G07900) 0 0 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G29710) 0,24 0 
pentatricopeptiderepeat-containingprotein(AT1G31430) 0,33 0 
proteinIQ-domain18(IQD18) 2,79 2 
putativeclathrinassemblyprotein(AT2G01920) 3,57 2 
RibosomalproteinS5/ElongationfactorG/III/(AT3G12915) 0,65 1 
RING/U-boxdomain-containingprotein(AT1G18780) 3,16 2 
syntaxin-125(SYP125) 0 3 
transcriptionelongationfactorSPT4-1(AT5G08565) 1,86 1 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 2,68 1 
transcriptionelongationfactorSPT6(GTB1) 0,99 1 
translocaseinnermembranesubunit23-3(TIM23-3) 0 0 
vacuolarsortingreceptor6(VSR6) 0 6 
 
 
En el presente estudio se presentan dos métodos que permiten llevar a cabo un análisis 
adecuado de transcriptomas, para datos generados mediante pirosecuenciación por 454. En 
el primero se hace una simulación de los datos contemplando las longitudes promedio de 
los fragmentos generados, además de las tasas de error que se presentan. Se evaluaron los 
mismos parámetros para el ensamblaje con Cap3, encontrándose que la tasa de error es 
determinante para un buen ensamblaje. 
 78 
 
Adicionalmente se plantea un nuevo método para medir la expresión relativa de genes entre 
dos librerías una que representa un experimento control (sin ningún estímulo) y otro que es 
el retado (con estimulo), basado en la distribución de Poisson. El método contempla la 
longitud del CDS de la proteína, número y longitud de los reads, asumiendo que el tamaño 
de los dos transcriptomas evaluados es igual, y  mostro reflejar adecuadamente los niveles 
de sobre-expresión o sub- expresión de genes a partir de los datos simulados.  
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3.5 ANEXOS 
Anexo 3.5.1 Rutina Input.pl 
 
# usr/bin/perl -w 
#Apertura de archivo fasta 
$db= "Atha_B.fasta"; 
open (DB, $db); 
@db = <DB>; 
close DB; 
 
foreach $linea(@db) { 
 if ($linea =~m/^>/) { 
 print ">$titulo|$cod|$exp\n"; 
 print "$seq\n"; 
#se eliminan todos los espacios dentro de cada línea 
 $linea =~s/\s//g;   
 #se separa el string en diferentes campos cada que 
aparezca "|" 
 @info = split(/\|/, $linea);    
 $titulo=$info[4]; 
 $cod=$info[3]; 
 $rango=200; $min=1; 
#Se asigna un valor aleatorio a la expresión 
 $exp=int(rand($rango)) + $min;   
 @seq=""; 
 } else { push(@seq, $linea) 
 } 
 $seq= join('',@seq);  
 $seq=~s/\s//g; 
} 
print ">$titulo|$cod|$exp\n"; 
print "$seq\n"; 
close 
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Anexo 3.5.2 454readsim.pl 
 
# usr/bin/perl -w 
 
#Apertura de archivos de entrada 
 
print "Nombre del archivo de entrada:\n"; 
$fasta = <STDIN>; 
open (FASTA, $fasta); 
@fasta = <FASTA>; 
close FASTA; 
print "tamaño medio de los reads:"; 
$mu= <STDIN>; 
print "Desviación estandar:"; 
$d=<STDIN>; 
 
print "Tasa de error:"; 
$rate=<STDIN>; 
$bases='ATGC'; 
print "Nombre del archivo de salida:"; 
$out= <STDIN>; 
$out_fasta="$out.fasta"; 
$out_qual= "$out.qual"; 
 
#Creación de archivos de salida 
 
open $salida_secuencias, '>', $out_fasta; 
open $salida_calidad, '>', $out_qual; 
open $lista, '>', "lista.txt"; 
 
#Se genera la lista con los valores de la distribución normal 
 @long_normal = NORMAL($mu, $d);  
 print $lista @long_normal; 
  
#lectura de los fastas 
for ($i=0; $i<scalar@fasta; ++$i) { 
 if ($fasta[$i]=~m/^>/) { 
 $head=$fasta[$i]; #si tiene > es el titulo 
 
#se fragmenta el titulo en varias partes: información, el codigo, 
el valor de expresión 
 @head=split(/\|/, $head);  
 $info=$head[0]; 
 $cod=$head[1]; 
 $exp=$head[2]; 
 chomp $exp; 
 
 $title=$info . $cod; 
 } else { 
 #si no tiene > entonces es secuencia. 
  $seq=$fasta[$i];  
 # a cada título se le asigna su secuencia 
  %complete_data =($head => $seq);   
 
 #iteración según el valor de la expresión  
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 for ($count=1; $count<=$exp; ++$count) {  
 #fragmentación de la secuencia, con subrutina FRAGMENT 
 $fragment=FRAGMENT($complete_data{$head}, long_normal);  
  
 for ($j=0;$j<length$fragment; $j++) { 
 #Tasa de error asignada por el usuario 
 my $t=(100/$rate)+1; 
 my $rand=int(rand($t)); 
 if ($rand==$c){ 
 
#Asignación del valor de calidad de acuerdo a la inserción de 
errores 
  my $range=20; 
  my $r=10; 
  my $temp=int(rand($r)); 
if ($temp==0 or $temp==1 or $temp==4  or $temp==7  or 
$temp==10 or $temp==9) { 
    # Subrutina de Inserciones 
    $fragment= INSERT($bases, $fragment, $j); 
    $Q = int(rand($range)); push (@qual,$Q); 
   } elsif ($temp==3  or $temp==2  or $temp==6) {  
    # Subrutina de Deleciones 
    $fragment= DELEC($fragment, $j); 
    $Q = int(rand($range)); push (@qual,$Q); 
  } elsif ($temp==5 or $temp==8) { 
    # Subrutina de sustituciones 
    $fragment= MISMATCH($bases, $fragment, $j); 
 
    $Q = int(rand($range)); push (@qual,$Q); 
  }  
  $c=0; 
  } else {   
# valores de calidad para los nucleótidos que no tuvieron error  
   $fragment=$fragment; 
   if ($j<100) { 
   my $range1=10; my $min1=35; 
    $Q = int(rand($range1)) + $min1; 
   } elsif (100<$j and $j< 300) { 
   my $range2=10; my $min2=25; 
    $Q = int(rand($range2)) + $min2; 
   } elsif (300<$j and $j< 450) { 
   my $range3=8; my $min3=12; 
    $Q = int(rand($range3)) + $min3; 
   } else {  
    my $range4 = 15;  
    $Q=int(rand($range4)); 
   } 
   push (@qual,$Q); 
 }  
} 
 $l=length$fragment; 
#se almacena en un arreglo cada fragmento 
 @fragment_fast="$title|exp=$exp|size=$l|f=$count\n$fragment\n
";   
#se imprime en $salida_secuencias todos los fragmentos generados 
 
 print $salida_secuencias "@fragment_fast\n"; 
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 $qual=join(" ",@qual); 
#se almacena en un arreglo los datos de calidad 
 @fragment_qual="$title|exp=$exp|size=$l|f=$count\n$qual"; 
#se imprime en $salida_calidad los datos de calidad de cada 
fragmento 
 print $salida_calidad "@fragment_qual\n"; 
 @qual=""; 
} 
} 
} 
close $salida_calidad; 
close $salida_secuencias; 
 
SUBRUTINAS 
#########################FRAGMENTACIÓN############################# 
sub FRAGMENT { 
  my (@SEQ, $lista2) = @_; 
  my $seq = $seq=join("",@SEQ); 
 
#se seleccionan números al azar de la lista de datos normales, que 
serán las longitudes de los fragmentos   
  $r=scalar@lista2+1; 
  $n=int(rand($r)); 
  my $long= $lista2[$n]; 
  my $temp = int(rand(length$seq)); 
  my $pos = $temp - ($long/2); 
  if (($long/2) > $temp) { 
   $pos=0; 
   } 
#se extrae el fragmento de la secuencia 
  my $fragment=substr($seq, $pos, $long); 
  return $fragment; 
}   
#######################LONGITUDES_NORMALES######################## 
sub NORMAL { 
 my ($mu, $d)=@_; 
#se introducen los parámetros de la distribución normal 
 $pi=3.141592654; 
 @lista=""; 
 @lista2=""; 
 $times=800; 
 $v=0; 
 while ($v <= $times ) { 
 ++$v; 
 $x=$v;    
 $f= (1/($d*(sqrt(2*$pi)))) * (exp(-0.5 * (($x-$mu)/$d)**2)); 
 
 $temp=$f*800; 
 $frec= sprintf("%d", $temp); 
 push (@lista, "$x\t$frec\n"); 
 
 } 
 
 foreach $l(@lista) { 
 $t=0; 
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 @l=split(/\t/, $l); 
 $num=$l[0]; 
 $frc=$l[1]; 
 
 while ($t < $frc) { 
 ++$t; 
 push (@lista2,"$num\n"); 
 } 
} 
 return @lista2; 
} 
##################################MUTACIONES########################## 
sub INSERT { 
 
  my ($bases, $seq, $j)= @_; 
  my $base_pos=int(rand(4)); 
  $new_base=substr($bases,$base_pos,1); 
  substr($seq,$j,0)= "$new_base"; 
 return $seq; 
  } 
 
 
sub DELEC { 
  my ($seq, $j)= @_; 
 
  $new_base=substr($bases,$base_pos,1); 
  substr($seq,$j,1) = ''; 
   
 return $seq; 
  } 
 
sub MISMATCH { 
  my ($bases, $seq, $j)= @_; 
  my $base_pos=int(rand(4)); 
  $new_base=substr($bases,$base_pos,1); 
  substr($seq,$j,1, $new_base); 
   
 return $seq; 
  } 
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Anexo 3.5.3 extract.pl 
 
#!/usr/bin/perl -w 
 
#lectura de archivo de secuencias 
$fasta = 'G2.fasta'; 
#open file 
open(FASTA, $fasta); 
#read sequences 
@fasta = <FASTA>; 
close FASTA; 
 
$var=3; 
$title=""; 
$seq=""; 
 
for ($j=0; $j < scalar@fasta; ++$j) { 
if ($fasta[$j]=~m/^>/) { 
 print "$title"; 
 print "$seq\n"; 
 @head=split(/\|/, $fasta[$j]); 
 $exp=$head[2]; 
 chomp $head[1]; 
 $new_exp= sprintf("%.0f", $exp/$var); 
 $title= "$head[0]|$head[1]|$new_exp\n";  
} else { 
 $seq=$fasta[$j]; 
} 
} print "$title"; 
 print "$seq\n";  
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Anexo 3.5.4 comp2.pl 
#!/usr/bin/perl  
#Lectura archivo de expresión 
$arch1 = 'G2pocas_exp_u.txt';  
open(ARCH1, $arch1); 
@arch1 = <ARCH1>; 
close ARCH1; 
#Lectura archivo de conteo de hits 
$arch2 = 'G2pocas_hcount_sort.txt';   
open(ARCH2, $arch2); 
@arch2 = <ARCH2>; 
close ARCH2; 
 
for ($i=0; $i<scalar@arch1; ++$i) { 
 @L=split("\t", $arch1[$i]); 
 $nombre = $L[0]; 
  
 @L2=split("\t", $arch2[$i]); 
 $nombre2 = @L2[0]; 
  unless ($nombre eq $nombre2) { 
   splice(@arch2,$i,0,"\n"); 
   } 
  } 
print "@arch2\n"; 
exit; 
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Anexo 3.5.5 BlastR_organizer.pl 
 
#!/usr/bin/perl  
use strict; 
#lectura de archivo de secuencias 
my$secuencias = 'Archivo resultados blast.txt'; 
#abrir archivo 
open(SECUENCIAS, $secuencias); 
#leer secuencias 
my@secuencias = <SECUENCIAS>; 
close SECUENCIAS; 
 
my@accession; 
for (my$i=0; $i < scalar@secuencias; ++$i) { 
  my@temp=split(' ',$secuencias[$i]); 
  push(@accession,"$temp[1]\n");  
} 
#remover redundancia 
@accession=sort @accession; 
my$var=$accession[0]; 
print $var; 
for (my$i=0; $i < scalar@accession; ++$i) { 
  if($accession[$i] ne $var) { 
    $var=$accession[$i]; 
    print $var;  
  }  
   
} 
exit 
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Anexo 3.5.6 CDSize_extractor.pl 
 
#!/usr/bin/perl  
#lectura de archivo de secuencias 
$secuencias = 'Archivo fasta de la base de datos usada en 
Blastx'; 
#abrir archivo  
open(SECUENCIAS, $secuencias); 
#leer secuencias 
@secuencias = <SECUENCIAS>; 
close SECUENCIAS; 
$lista = 'salida BlastR_organizer.pl'; 
#abrir archivo  
open(LISTA, $lista); 
#leer secuencias 
@lista = <LISTA>; 
close LISTA; 
 
#arreglo para la salida 1 de la lista 
@seleccion=""; 
$nombre_select="prot_colombia.fasta"; 
$k=0; 
$stop=scalar@secuencias; 
for ($j=0; $j < scalar@lista; ++$j) { 
  $variable=$lista[$j]; 
  $variable=~ s/\n//g;$variable=~ s/\s//g; 
  $stop=scalar@secuencias; 
  for ($i=0; $i < $stop; ++$i) { 
    if($secuencias[$i] =~ m/>/) { 
      my@temp=split(' ',$secuencias[$i]); 
       my$tamano; 
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 if($temp[0] eq ">".$variable) { 
   push(@seleccion,"$secuencias[$i]");  
    
   $count = 1;   
   while (substr($secuencias[$i+$count], 0, 1) ne ">"  
   and $i+$count < scalar@secuencias ) { 
     push(@seleccion,$secuencias[$i+$count]); 
     $tamano=$tamano.$secuencias[$i+$count]; 
     $count ++; 
   } 
    
   $tamano=~ s/\n//g; $tamano=~ s/\s//g; 
   print "size= ",length$tamano," ",$secuencias[$i]; 
   $stop=$i+$count; 
 } 
 } 
  } 
} 
 
open OUTPUT, ">$nombre_select"; 
print OUTPUT @seleccion; 
close OUTPUT; 
 
exit; 
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Anexo 3.5.7 Seq_recorder.pl 
 
#!/usr/bin/perl  
use strict; 
#lectura de archivo de secuencias 
my$proteoma = 'salida CDSize_extractor.pl'; 
#abrir archivo  
open(PROTEOMA, $proteoma); 
#leer secuencias 
my@proteoma = <PROTEOMA>; 
close PROTEOMA; 
my$hits = 'Resultados Blastx’; #abrir archivo  
open(HITS, $hits); 
my@hits = <HITS>;#leer secuencias 
close HITS; 
for (my$i=0; $i < scalar@proteoma; ++$i) { 
  my@temp=split(' ', $proteoma[$i]); 
  my$variable=substr($temp[2],1,length($temp[2])); 
  $variable=~ s/\n//g;$variable=~ s/\s//g; 
  #print "$variable\n"; 
  my$count=0; 
  for (my$j=0; $j < scalar@hits; ++$j) { 
    my@temp2=split(' ', $hits[$j]); 
    my$variable2=$temp2[1]; 
    $variable2=~ s/\n//g;$variable2=~ s/\s//g; 
    if( $variable eq $variable2) { 
      ++$count; 
    } 
  } 
  print "Hits=\t$count\t$proteoma[$i]"; 
} 
exit 
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Anexo 3.5.8 αexpression_determiner.pl 
 
#!/usr/bin/perl  
use strict; 
 
#lectura de archivo de secuencias 
my$proteoma = 'salida de Seq_recorder.pl'; 
#abrir archivo  
open(PROTEOMA, $proteoma); 
#leer secuencias 
my@proteoma = <PROTEOMA>; 
close PROTEOMA; 
 
for (my$i=1; $i < scalar@proteoma; ++$i) { 
  my$suma=621;    #número de reads 
  my$mean_length=365;  #Longitud media de los reads 
  my@conteo=split(' ',$proteoma[$i]); 
  $conteo[1]=~ s/\n//g; $conteo[1]=~ s/\s//g; 
  my$p=($conteo[1])/$suma; 
# $conteo[2] representa el tamaño del contig 
my$estim= 
parametro($conteo[1],$p,$conteo[3],$suma,$mean_length); 
print "alpha\t$estim\t$proteoma[$i] "; 
} 
exit; 
 
################################### 
sub factorial { 
my($var)=@_; 
my$fact=1; 
for (my$i=1; $i <= $var; ++$i) { 
  $fact=$fact*$i; 
} 
 91 
 
return $fact; 
} 
 
sub parametro { 
  my($k,$p,$size,$reads,$lgth)=@_; 
  my$alpha=0; 
  my$prob; 
  my$fk=factorial($k); 
  my$zero=-1; 
  while ($zero < 0 ) { 
    $alpha=$alpha+0.001; 
    $zero=(($alpha**$k)*exp(-$alpha))/$fk-$p; 
  } 
  my$salida= sprintf("%.2e",($alpha/(3*$size*$reads*$lgth))); 
  return $salida; 
} 
  
 92 
 
Anexo 3.5.9 FastaFile_extractor.pl 
 
#!/usr/bin/perl  
 
#lectura de archivo de secuencias 
$secuencias = 'Archivo fasta de los reads'; 
#abrir archivo  
open(SECUENCIAS, $secuencias); 
#leer secuencias 
@secuencias = <SECUENCIAS>; 
close SECUENCIAS; 
 
$lista = 'Resultado Blastx'; 
#abrir archivo  
open(LISTA, $lista); 
#leer secuencias 
@lista = <LISTA>; 
close LISTA; 
 
#arreglo para la salida 1 de la lista 
 
@seleccion=""; 
$nombre_select="hits_RL6.fasta"; 
 
$k=0; 
$stop=scalar@secuencias; 
for ($j=0; $j < scalar@lista; ++$j) { 
 @temp=split(' ',$lista[$j]); 
 $variable=$temp[0]; 
 chomp($varible); 
 $stop=scalar@secuencias; 
 for ($i=$k; $i < $stop; ++$i) { 
  if($secuencias[$i] =~ m/>/) { 
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    if($secuencias[$i] =~ m/$variable/) { 
    push(@seleccion,$secuencias[$i]);  
    #print "$secuencias[$i]";  $count = 1;  
    while (substr($secuencias[$i+$count], 0, 1) ne 
">"  
    and $i+$count < scalar@secuencias ) { 
    push(@seleccion,$secuencias[$i+$count]); 
    $count ++; 
    } 
    $k=$i; 
    $stop=$i+$count; 
       } 
  } 
} 
} 
open OUTPUT, ">$nombre_select"; 
 print OUTPUT @seleccion; 
 close OUTPUT; 
exit 
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4 CAPITULO 2. ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE DOS VARIEDADES 
DE Solanum phureja  DURANTE LA INFECCIÓN CON Spongospora 
subterránea f.sp. subterránea* 
 
4.1 RESUMEN 
 
La sarna polvosa de la papa es una enfermedad causada por Spongospora subterranea f. sp. 
subterranea, un protozoo parásito obligado presente en algunas regiones andinas. Este 
patógeno puede causar graves daños a las raíces y tubérculos de papa. En la actualidad, no 
existen medidas de control disponibles para la sarna polvosa y los estudios genéticos de 
este patógeno son difíciles debido a su parasitismo obligado y escasez de conocimientos 
sobre su biología básica. Esta investigación se llevó a cabo para analizar el transcriptoma 
mediante pirosecuenciación 454 (Roche) de dos variedades de Solanum phureja Juz et Buk, 
una susceptible ―Criolla Colombia‖ y otra tolerante ―Criolla Latina‖, después de la 
infección con Spongospora subterranea. Se encontraron diferencias marcadas en la 
composición global de las secuencias del transcriptoma S. phureja después de la 
inoculación con quistosoros del patógeno entre los dos materiales. Igualmente, se 
identificaron genes  relacionados con procesos metabólicos y respuestas de defensa, que se 
sobreexpresaron en el material susceptible. En el material tolerante se observo la 
sobreexpresión de algunos genes que no han sido sido relacionados tradicionalmente con 
resistencia como alfa galactosidasa y fitolquinasa. El análisis de los transcritos más 
abundantes sugiere que la respuesta de defensa frente a S. subterranea implica muchos 
factores, tales como la bomba oxidativa, la activación de vías de señalización y las 
modificaciones de la pared celular. 
 
 
 
 
*Algunos resultados de este capítulo fueron sometidos a la revista Tropical Plant 
Pathology.  
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4.2 INTRODUCCIÓN 
 
La papa es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial, alcanzando 325 
millones de ton en el 2007, de los cuales China fue el mayor productor y Latinoamérica 
alcanzó más de 15 millones de ton (FAO, 2008). En Colombia, la papa ocupa un escalón 
alimenticio fundamental, representando el 1,25 % de los gastos en la canasta básica 
(DANE), y generando gran número de empleos directos. Los departamentos que presentan 
mayores rendimientos son Cundinamarca y Antioquia, con registros superiores a 21 ton/ha, 
y Boyacá con un rendimiento promedio de 16 ton/ha (Ñústez, 2011). En particular, la papa 
criolla (Solanum phureja) es una especie muy apetecida en mercados locales especialmente 
en el centro y sur del país (Bonilla, Puentes y Morales, 2009) ya que cuenta con un alto 
valor nutricional y cualidades deseables para la cocina, ocupando uno de los primeros 
lugares de preferencia de compra (83%) (Cevipapa, 2006). A nivel mundial los dos países 
productores de papa criolla son Colombia y Ecuador. En Colombia, el área cultivada con 
papa criolla se ha estimado entre un 10% y 16% del total de papa común sembrada en el 
país, distribuida principalmente en Cundinamarca, Boyacá, Nariño, y en menor proporción 
en Antioquia, Santander y Norte de Santander (Cevipapa, 2006).  
La roña o sarna polvosa de papa causada por el plasmodiofórido Spongospora subterranea 
f.sp. subterranea, es una de las enfermedades que ha cobrado mayor importancia durante 
los últimos años en Colombia. Los síntomas de la enfermedad consisten en la formación de 
agallas o tumores lisos en raíces y estolones, mientras que en tubérculos se forman pústulas 
secas en la superficie (Torres, 2002). La enfermedad no solo afecta la apariencia externa de 
los tubérculos sino que también daña las raíces hasta descomponerlas totalmente, 
reduciendo significativamente la producción, por la alteración en la absorción de nutrientes 
y agua, y la movilización de azúcares producidos en la fotosíntesis hacia los tubérculos 
(Jaramillo y Botero, 2007; Falloon et al, 1996). Además de los anteriores síntomas, las 
zoosporas de Sss trasmiten el virus mop top de la papa (PMTV). 
A pesar del fuerte impacto de este patógeno sobre el cultivo, existen pocas alternativas 
efectivas para su manejo y control dada su rápida dispersión, la resistencia del inóculo y su 
difícil detección en el suelo y en los tubérculo-semilla asintomáticos. El tratamiento 
químico de suelos contaminados ha mostrado ser muy poco rentable, altamente 
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contaminante y poco efectivo. El control biológico también es una alternativa de control 
viable, pero de baja efectividad cuando el cultivo ya ha alcanzado un nivel alto de 
infección. La rotación de cultivos y el uso de tubérculo-semilla certificada en suelos no 
contaminados, son medidas preventivas, constituyéndose la búsqueda de variedades 
resistentes o tolerantes a la enfermedad mediante programas de mejoramiento, la alternativa 
más eficaz hasta el momento (Merz y Falloon, 2008).  
A pesar de que la sarna polvosa no había sido considerada en los programas de 
mejoramiento de papa hasta hace relativamente poco tiempo, se han llevado a cabo varios 
estudios en búsqueda de materiales que presenten resistencia (Genet et al., 1995; Torres et 
al.,1995; Nitzan et al., 2008; Nitzan, 2010; Waterer et al., 2011). Los programas de 
mejoramiento en el cultivo de papa, han estado orientados al desarrollo de nuevas 
variedades resistentes a través de la introgresión de genes de resistencia presentes en 
plantas silvestres del género Solanum mediante cruces con materiales comerciales 
susceptibles (Gebhardt, 2001).  
Recientemente algunas investigaciones se han dirigido a la búsqueda de genes específicos 
que jueguen un papel crucial en las respuestas de defensa de la planta y que a su vez puedan 
ser claves en la resistencia contra patógenos. Dentro de este campo, los mayores avances se 
han realizado en la evaluación de genes involucrados en respuesta de defensa a patógenos 
foliares, especialmente contra el oomycete Phytophthora infestans, viéndose involucrados 
en mecanismos de defensa genes como el del citocromo P450, reguladores de la 
transcripción como WRKY1, WRKY2, WRKY4 (Factores de transcripción de genes de 
proteínas PR) y los genes de la vía de fenilpropanoides, que al parecer contribuyen con la 
resistencia cuantitativa (Trognitz, 2002). También se han identificado genes asociados a 
respuesta hipersensible, genes inducidos por diferentes tipos de estrés, quitinasas de las 
familias II y IV, proteínas D y E de tomate y genes involucrados en la síntesis de 
metabolitos secundarios (Evers, 2003; Roning et al., 2003).   
En cuanto a defensas inducidas por patógenos del suelo en papa, se ha encontrado que 
aquellos que codifican para inhibidores de proteasas (PI) como CpTI y sporamina, que en 
plantas transgénicas han mostrado limitar el crecimiento de nematodos (Turrá et al., 2009). 
También se han encontrado los genes TIR/NB/LRR Gro 1-4 y NB/LRR Hero A, que 
confieren resistencia a Globodera rostochiensis en papa y tomate, respectivamente (Turrá 
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et al., 2009). De modo general se conoce que las de rutas de defensa y mecanismos de 
resistencia descritos para las interacciones hoja-patógeno, no son los mismos que ocurren 
en las raíces, exhibiéndose por lo general defensas dependientes del ácido jasmónico (JA) y 
etileno (E) (Turner, 2002) y no las dependientes del ácido salicílico (Okubara y Paulitz, 
2005). También se ha encontrado, que las proteínas de resistencia asociadas con 
interacciones específicas de genotipo que se expresan en raíz, incluyen las proteínas 
codificadas por genes R y las proteínas PR (Okubara y Paulitz, 2005). 
Teniendo en cuenta lo anterior y que pese a la importancia de Sss en el cultivo de papa, no 
existen estudios que esclarezcan cuales genes podrían estar involucrados en los 
mecanismos de defensa de la planta frente a este patógeno, el objetivo de este estudio fue 
analizar el transcriptoma de dos materiales contrastantes de Solanum phureja, (Criolla cv. 
Colombia y criolla cv Latina) por su resistencia a Spongospora subterránea.  
 
4.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.3.1 Material vegetal 
 
Se evaluaron dos materiales de la Colección Colombiana de Solanum phureja: Latina y 
Colombia previamente identificados como tolerante y susceptible mediante ensayos de 
campo. Las plántulas evaluadas se obtuvieron a partir de esquejes de tallo lateral (Cotes y 
Ñustez 2001), para lo cual se sembraron los tubérculos-semilla de cada accesión y dos 
semanas después de la germinación se les cortó la dominancia apical para inducir la 
producción de esquejes. Luego de 15 días, se extrajeron los esquejes producidos, haciendo 
un corte transversal en su base y posteriormente se indujo el enraizamiento con 
Hormonagro Nº 1, sembrándose en bandejas con arena estéril. El procedimiento de 
extracción se llevó a cabo hasta que la planta madre llegó al periodo de floración.  Las 
plántulas solo se utilizaron para los bioensayos después de la emergencia del primer par de 
hojas nuevas o verdaderas. 
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4.3.2 Inoculación y Colección de tejido 
 
La solución de zoosporas se obtuvo disolviendo el inóculo de agallas de raíz en 150 ml de 
agua destilada a 20ºC durante 4 días, hasta alcanzar una concentración de 1X10⁴ 
quistosoros/ml (Corrales, 2009). Despues de este tiempo, se introdujeron las plántulas en la 
solución de zoosporas y se tomaron muestras de raíz aleatoriamente de cada planta, en 
diferentes tiempos después de la inoculación (Tabla 4.1). Después de 48 horas post 
inoculación (hpi), las plantas fueron retiradas de la solución de zoosporas para promover la 
infección y luego se conservaron en solución nutritiva de Hoagland hasta el final del ensayo 
(30 dpi). Para cada material, se utilizó un testigo sometido a las mismas condiciones de 
crecimiento, pero sin inoculación de zoosporas. Las muestras de los primeros nueve 
tiempos de cada uno de los materiales y sus testigos se dividieron en dos partes, la primera 
se tiño con azúl de tripan para la observación microscópica de estructuras y monitoreo del 
proceso de infección, mientras que la segunda parte se congelo en nitrógeno líquido 
inmediatamente después de su colección y se almacenó a -80°C. 
 
Tabla 4. 1 Tiempos de evaluación del bioensayo después de la inoculación. 
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Tiempo ½ 
hpi* 
1 
hpi 
3 
hpi 
6 
hpi 
12 
hpi 
24 
hpi 
48 
hpi 
72 
hpi 
6 
dpi** 
12 
dpi 
24 
dpi 
30 
dpi 
*hpi, horas post-inoculación. ** dpi, dias post-inoculación 
 
4.3.3 Aislamiento de ARNm y generación de librerías de ADNc 
 
Para la extracción de ARN se agruparon para cada material y sus respectivos testigos las 
muestras tomadas en diferentes tiempos. La extracción del ARN total de las raíces se 
realizó mediante el método trizol-cloroformo. Se pesó aproximadamente 1 g de raíz, se 
maceró con un mortero utilizando nitrógeno líquido y por cada 100 mg de tejido macerado 
se adicionó 1 ml de Trizol para la extracción, haciendo vortex por 1 min. Luego se 
centrifugó a 12000 g por 10 min a 4 ºC, se tomó el sobrenandante y se le adicionaron 200 ul 
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de cloroformo por cada 1 ml de trizol utilizado. Se agitó por 15 s, se incubó a temperatura 
ambiente durante 3 min y posteriormente se centrifugó durante 15 min a 12000g y 4 ºC. La 
fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo donde se precipitó el ARN con isopropanol  
utilizando 500 l por cada 1ml  de trizol utilizado, se incubó a temperatura ambiente 
durante 10 min y posteriormente se centrifugó a 12000 g por 10 min a 4 ºC. Se lavó el ARN 
con etanol al 75% utilizando 1 ml por cada 1 ml de trizol. El ARNm se purificó del ARN 
total extraido, por medio del kit oligotex Direct mRNA Qiagen. 
Con el ARNm puro se llevó a cabo síntesis de ADNc empleando el kit cDNA synthesis 
system (Roche) y el kit GS Rapid Library Prep (Roche) para la preparación de las librerías, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se generó una librería para cada material 
inoculado y testigo, con el fin de que cada muestra quede con un adaptador diferente, para 
lo cual se empleó el kit GS FLX Titanium Rapid Library MID Adaptors siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los adaptadores se ligaron de la siguiente manera: RL005-
Colombia inoculada, RL006- Colombia testigo, RL007-Latina inoculada, RL008-Latina 
testigo. El ARN fue cuantificado en un bioanalyzer utilizando un chip RNA 6000 pico 
utilizando 1 l del ARN fragmentado. La librería se tituló por fluorimetría realizando una 
regresión lineal de 8 puntos utilizando el estándar del kit Library prep- Rapid Library 
Rgt/adaptors. Finalmente para determinar el tamaño de los fragmentos de la librería se 
realizó una electroforesis con el bioanalyzer utilizando los chips High sensitivity DNA 
(Agilent technologies). La amplificación de la librería genómica se llevó a cabo en fase 
sólida en esferas emulsionadas individualmente. Se unión una molécula de la librería por 
esfera y se realizó un PCR en emulsión. Las muestras que fueron amplificadas fueron 
recuperadas e hibridizadas con el primer de secuenciación. 
 
4.3.4 Pirosecuenciación 
 
La carga de las esferas en el PTP (Pico Titer Plate) se hizo utilizando centrifugación y el 
dispositivo BDD (Bead Deposition Device), de esta manera se obtiene una esfera por pozo 
con una distribución uniforme. El PTP se cargó en tres fases primero se cargaron esferas 
recubiertas de las enzimas necesarias para la reacción de pirosecuenciación, en la segunda 
fase se cargaron las esferas con el DNA amplificado de la librería, finalmente se cargaron 
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esferas recubiertas de pirofosfatasa. Para la secuenciación se utilizó un equipo GS FLX 454 
(Roche) del Centro Nacional de Secuenciación Genómica – CNSG de la Sede de 
Investigación Universitaria - SIU, Universidad de Antioquia. Se utilizaron los reactivos 
TITANIUM de Roche, haciendo 200 ciclos de los cuatro nucleótidos para obtener una 
longitud de lectura (read length) entre 400 y 500 nt, según la composición de bases de la 
muestra. 
 
4.3.5 Análisis bioinformático 
 
Una vez obtenidas los reads de secuenciación se eliminaron los adaptadores y se extrajeron 
los archivos fasta y de calidad  a partir del archivo sff utilzando la rutina sff_extract (Blanca 
et al., 2010). Las secuencias de origen ribosomal fueron identificadas mediante BLASTN 
local utilizando una base de datos de ARNr de papa. Las secuencias no ribosomales y con 
longitud superior a 50 nt fueron seleccionadas mediante rutinas en perl escritas para este 
fin. Para el ensamblaje de los reads seleccionados se utilizó el programa CAP3 utilizando 
los parametros establecidos por defecto (Huang y Madan, 1999). A las secuencias únicas se 
les asignaron funciones putativas usando Blast2GO (Conesa et al., 2005) y fueron 
categorizadas por función molecular, proceso biológico y componente celular. Las 
anotaciones fueron refinadas con ANNEX y GOslim y fueron usadas para obtener términos 
específicos de GO. 
Los niveles de expresión de los ESTs fueron determinados empleando el método descrito 
en el anterior capitulo, en el cual se calcula el número de hits obtenidos contra una base de 
datos de proteínas de la familia Solanacea. De esta manera la probabilidad de obtener un hit 
de BLAST de N reads con una longitud promedio de L es igual a: 
.  
 
 
Donde n representa el número de transcritos, l la longitud del CDS y T el tamaño del 
transcriptoma. Cuando el tamaño del transcriptoma es desconocido, la abundancia relativa 
de cada transcripto puede ser estimada por comparación de valores de  los cuales pueden 
ser estimados numéricamente en la anterior ecuación. Asumiendo que los trancriptomas son 

 
NLnl
T
 NLl
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del mismo tamaño, la razón i/j da la abundancia relativa de un transcripto dado entre dos 
librerías. 
 
4.4 RESULTADOS 
 
4.4.1 Obtención de materiales 
 
Se obtuvieron 20 plántulas del material susceptible (Colombia) y 18 del material tolerante 
(Latina), de las cuales se tomaron 3 de cada material como controles sin inoculación (figura 
4.1). 
Figura 4. 1 Proceso de enraizamiento de esquejes e inoculación. De izquierda a derecha: 
esqueje de S. phureja cv. Colombia; adición de hormona para enraizamiento; siembra de 
esquejes en arena esteril; liberación de zoosporas; plantas inoculadas. 
 
4.4.2 Inoculación 
 
En los preensayos se evaluaron diferentes  tiempos tomando una parte de las raicillas de las 
plántulas infectadas tiñiendolas con azul de tripan para observación mediante microscopía 
óptica (figura 4.2), la otra parte se envió al Departamento de Producción vegetal y Ciencias 
Forestales de la Universidad de Lleida (España) para ser analizadas por microscopia 
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electrónica (figura 4.3). La presencia de estructuras de infección permitió confirmar la 
ocurrencia del proceso de infección. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. 2 A) Fotografía en microscopio de contraste de fases, zoospora primaria adherida 
a pelo radical de S. phureja, 6 hpi. B) Fotografía en microscopio óptico Zoospora primaria 
adherida al pelo radical de S. lycopersicum, 6 hpi. 
 
 
Figura 4. 3 Microfotografía electrónica de raíces de papa inoculadas con S. subterránea 
Barra = 0.5µm    * célula epidérmica. A) Zoospora adherida a la raíz, con una estructura 
similar a un adhesorio, tiempo 2 (3hpi); B) Zoospora adherida a la raíz,tiempo 4 (12 hpi). 
 
En el bioensayo final para monitorear el proceso de infección de S.subterranea se 
evaluaron cada uno de los tiempos mediante la tinción de raíces, encontrándose estructuras 
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de S.subterranea en las raíces de las plantas inoculadas a patir de los 3 días después de la 
inoculación en Colombia y 24 días después de la inoculación en Latina (Tabla 4.2, figura 
4.4), indicando que el proceso de infección fue exitoso, pues como lo reportan estudios 
anteriores, protozoos como P. brassicae se encuentran en estadio de plasmodio 23 días 
después de la inoculación (Knaust & Ludwing – Müller, 2012).  
 
Figura 4. 4 Estructuras observadas al microscopio óptico de los materiales criolla 
Colombia y Latina. A) Plasmodio, latina tiempo 11 (24 dpi). B) Quistosoro en formación, 
latina tiempo 12 (30 dpi). C) Plasmodio, Colombia Tiempo 11 (24 dpi). D) Plasmodio, 
Colombia Tiempo 8 (72 hpi). 
 
A pesar de la presencia de estructuras a nivel microscópico, no se observaron los síntomas 
característicos de la enfermedad como la presencia de agallas en las raíces. Caso contrario 
ocurrió con el trabajo de Ramírez (2011), donde al cabo de 15 dias después de la 
inoculación se observaron agallas en raíces de plantas de S.phureja de la misma manera 
Agarwal (2011), señalaron que después de 28 días de inoculación, se visualizaron agallas 
en las raíces de A. thaliana.  
Una vez confirmada la infección se procedió con la extracción del ARNm, para lo cual se 
tomó una muestra compuesta de raicillas tomada de las plántulas del material susceptible 
(Colombia) y del material tolerante (Latina) en los primeros tiempos, se fragmento el 
ARNm de cada muestra (Colombia Infectada, Colombia testigo, Latina infectada, Latina 
testigo) con cloruro de zinc y se cuantificó con el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer. Las 
concentraciones de ARNm obtenidas fueron: 624 pg/μl de Latina inoculada, 2207 pg/μl  de 
Latina testigo, 925 pg/μl de Colombia inoculada, 1065 pg/μl de Colombia testigo. 
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Tabla 4. 2 Evaluación microscópica  de raíces de los dos materiales inoculados en cada uno 
de los tiempos. 
 
 
4.4.3 Pirosecuenciación 
 
Se llevó a cabo una corrida en un cuarto de placa de 454 GS FLX para cada librería 
normalizada de cDNA obtenida a partir de Solanum phureja cv. Criolla Colombia y cv. 
Criolla Latina, obteniéndose alrededor de 47,5 Mbp de datos de secuencias, con una 
longitud promedio de 318 pb (figura 4.5) para todas las librerías. Después de eliminar los 
reads con longitud inferior a 50 pb, se obtuvo un total de 286343 reads (> 50 pb) con una 
longitud promedio de 334 para los transcriptomas de raíz sin inocular y 286155reads de 
longitud promedio de  335 para los materiales de S. phureja inoculados. Las secuencias 
fueron filtradas para eliminar las de ARNr, empleándose 26834 secuencias de Colombia y 
Material 
Presencia de estructuras de S. subterránea 
T1 T2 T3 T4 T5 T6 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
Colombia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Latina - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
C100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Material 
T7 T8 T9 T10 T11 T12 
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
Colombia - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - 
Latina - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - + - + 
C100 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - 
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30557 de Latina para el ensamblaje con CAP3 (Tabla 4.3). El ensamblaje se llevó a cabo 
con los parámetros por defecto de Cap3. Después del ensamblaje se obtuvieron 810 contigs 
para el trancriptoma de Colombia sin inocular y 2106 inoculado. En el caso de la variedad 
Latina, se obtuvieron 1985 contigs en el material no inoculado y 1280 del material 
inoculado (Tabla 4.3). 
Figura 4. 5 Distribución de longitudes de los reads obtenidos  para cada una de las 
muestras analizadas. 
 
Tabla 4. 3.Resultados generados después del ensamblaje con Cap3 
 
 
 
 
N° de Reads 
ensamblados 
Longitud promedio de 
los reads 
N°  de 
contigs 
N°  
singlets 
Colombia sin 
inocular 
18172 541 810 3146 
Colombia 
inoculada 
35497 487 2106 6301 
Latina sin 
inocular 
30744 494 1985 6261 
Latina inoculada 30370 578 1280 3973 
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Se llevó a cabo un análisis del contenido de GC de las secuencias únicas (contigs y singlets) 
de las cuatro librerías, que reveló una distribución bimodal con máximos locales en ~44 y 
~51% para los transcriptomas del material susceptible de Colombia. Para el material 
tolerante Latina, la distribución bimodal se presento únicamente en las plantas no 
inoculadas, y en el material inoculado se ve un único máximo local en ~51%. Como puede 
haber ARNm contaminante las secuencias únicas fueron clasificadas como pertenecientes a 
S. phureja por comparación con una base de datos de secuencias de ADN genómico de los 
miembros de la familia de las solanáceas, las secuencias restantes corresponden al pico de 
44%. La distribución general es consistentemente diferente entre las plantas inoculadas y 
los controles negativos en ambos materiales, con una mayor proporción del pico 44% en las 
plantas inoculadas del material susceptible, y del pico 51% en las plantas inoculadas del 
material tolerante (Figura 4.6).  
Figura 4. 6 Análisis de contenido de GC para las 4 librerías (S. phureja cv. Colombia  y 
Latina). Las líneas continuas corresponden a los ESTs que tuvieron hits con la base de 
datos de proteínas de Solanáceas. Las líneas punteadas a ESTs que no tuvieron hits con 
Solanáceas. 
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Teniendo en cuenta que el contenido GC promedio  del transcriptoma de papa es 43,7% 
(Ronning et al., 2003), este resultado sugiere que la transcripción general se activa tras la 
infección con Sss, en los primeros tiempos después de la inoculación (3 horas), en las 
plantas susceptibles. En el caso del material tolerante, lo que se puede observar es la sub-
expresión de un gran número de genes, lo cual podría estar relacionado con la tolerancia a 
la infección de Sss. 
Las secuencias únicas de cada grupo de datos fueron analizadas posteriormente empleando 
Blast2GO (B2G). Para la variedad susceptible Criolla Colombia,  el análisis de BLAST 
revelo alta similaridad con secuencias de Vitis vinífera, Populus trichocarpa, Solanum 
tuberosum, Solanum lycopersicum y Ricinus communis (Figura 4.7). El mapeo de términos 
de Gene Ontology (GO) y anotación mediante B2G proveyeron los identificadores de GO 
para las secuencias. En las plantas control, 936 secuencias únicas de 3956 (23.66%) fueron 
identificados con BLAST; 665 de estas secuencias se les atribuyó por lo menos un ID de 
GO. Para las plantas inoculadas, un total de 2913 de 8407 secuencias únicas (34.76%) 
tuvieron un hit de BLAST; 2242 (26,66%) secuencias fueron anotadas con al menos un ID 
GO. En términos de actividad biológica, un leve incremento en proteínas con actividad de 
unión y transportadora fue observada después de la inoculación. En términos de función, un 
incremento en proteínas con función celular y una disminución en aquellas asociadas con 
procesos de regulación biológica y metabólica es aparente. Un incremento de proteínas 
intracelulares fue observado en la planta inoculada y una disminución significativa en 
proteínas asociadas a complejos macromoleculares. 
Para la variedad tolerante Criolla Latina, los resultados del BLAST evidenciaron alta 
similaridad con secuencias de Vitis vinífera,  Glycine max, Populus trichocarpa, 
Arabidopsis thaliana Medicago truncatula.(Figura 4.7). En  las plantas no inoculadas, de 
las 8246 secuencias únicas 2769 secuencias  tuvieron hits con BLASTx (33,56%), 2365 
obtuvieron al menos 1 GO ID (28,68%), 2069 fueron anotadas con B2G (25,09%), y 902 
secuencias con obtuvieron Códigos de Enzimas de KEGG (10, 93%). Las plantas 
inoculadas, de las 5253 secuencias únicas 1044 secuencias  tuvieron hits con BLASTx 
(19,87%), 676 obtuvieron al menos 1 GO ID (12,86%), 570 fueron anotadas con B2G 
(10,85%), y 192 secuencias con obtuvieron códigos de enzimas de KEGG (3,65%) (Figura 
4.8). 
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Figura 4. 7 Distribución de secuencias según el número de hits para cada grupo de datos. 
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Figura 4. 8. Distribución de secuencias después de Anotación con Blast2GO, según mapeo con términos de GO.  
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4.4.4 Análisis de sobre-expresión 
Los reads de alta calidad fueron empleados para seleccionar proteínas de una base de 
datos de proteínas de solanáceas usando Blastx. De acuerdo a lo anterior hay un total de 
1168 CDS transcritos en el proteoma de raíz de S.phureja cv. Criolla Colombia. Un 
total de 53 proteínas fueron transcritas exclusivamente en la planta no inoculada y  683 
en la planta inoculada. El número de hits para cada secuencia fue usado para estimar la 
abundancia relativa de cada transcrito. 88 proteínas fueron sobre expresadas alrededor 
de 300 veces en las plantas inoculadas y 22 proteínas en el rango de 700 a 3000 veces. 
En el material tolerante S.phureja cv. Latina 735 proteínas fueron transcritas 
únicamente en la planta no inoculada y 107 en la planta inoculada. 12 proteínas  fueron 
sobre expresadas  alrededor de 30 veces en las plantas inoculadas y 30 proteínas en el 
rango de 100 a 1000 veces.  
Los transcritos con una abundancia relativa superior a 10 fueron asignados con términos 
de Gene Ontology (Figura 4.9) para ambos materiales. Para la variedad Colombia, en 
términos de componentes  celulares  la mayoría de genes sobre expresados 
corresponden  a proteínas de organelas (261). En términos de función molecular el 
RNAm sobre expresado corresponde a proteínas con actividad catalítica (333) y de 
unión de a proteínas (329). Cuando se clasificaron de acuerdo a procesos biológicos los 
términos  GO  dominantes corresponden a proteínas relacionadas con procesos 
metabólicos (408) y celulares (363), seguida por respuesta a estímulos (160). Para la 
variedad Latina (Figura 4.10), 33 secuencias correspondieron a componentes de la 
célula y 24 a organelas, a nivel de componente celulares. En cuanto a función molecular 
la mayoría de genes tienen actividad catalítica (27) seguida por proteínas de unión (24). 
De acuerdo a procesos biológicos los términos  GO  dominantes corresponden a 
proteínas relacionadas con procesos metabólicos (28) y celulares (26), seguida por 
respuesta a estímulos (14). 
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Figura 4. 9 Asignación de términos de GO para secuencias sobre-expresadas de S. 
phureja cv. Colombia.  
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Figura 4. 10. Asignación de términos de GO para secuencias sobre-expresadas de S. 
phureja cv. Colombia.  
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Una lista de 50 genes con la más alta expresión después de la inoculación para las dos 
variedades se muestra en las tablas 4.4 y 4.5.  El ARNm sobre regulado con el más alto 
número de ESTs corresponde a la proteína similar a la metalotioneina. Las 
metalotioneinas son proteínas pequeñas ricas en cisteínas,  conocidas por estar 
involucradas con la liberación de especies reactivas de oxigeno (ROS) y homeostasis  
de metales. Se ha visto que este tipo de proteínas hacen parte de la respuesta del estrés 
oxidativo y normalmente se sobre-expresan en presencia de patógenos (Meyer et al., 
2008). La explosión oxidativa es una de las mas importantes respuestas a la infección  y 
consiste en la rápida liberación de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el 
peróxido de hidrogeno, radicales superoxido entre otras (Torres et al., 2002). Las ROS 
pueden atacar directamente a organismos patógenos, actúan como agentes 
modificadores de la pared celular o sirven como moléculas señalizadoras (Almagro et 
al., 2009). Otra respuesta de estrés oxidativo como las tiorredoxinas y peroxidasa fueron 
sobrereguladas en  el momento de la infección con Sss, sugiriendo que un importante 
línea de defensa podría ser la producción de  ROS. 
El segundo gen más expresado corresponde a la proteína fosfatasa 2C. Estudios previos 
han demostrado que las proteínas fosfatasas 2Cs (PP2Cs) juegan roles críticos en  el 
desarrollo /crecimiento de la planta, rutas de señalización de ácido  absícico  y 
adaptación en el estrés ambiental. Recientemente, Widjaja  et al. (2010) mediante 
estudios de proteómica identifico un tipo de fosfatasa  PP2C en A. thaliana  que se 
acumula después de la infección con P. syringae y subsecuentemente activa la  proteína 
de resistencia de enfermedad NB-LRR RPM1. Así, PIA1 es requerida para respuestas 
inducidas por AvrRpm , y confiere  regulación dual (positiva y negativa) de la expresión 
de genes de defensa.  Hu et al. (2009) encontraron que la  expresión del gen de la 
proteína fosfatasa 2c de arroz en tabaco puede mejorar la resistencia a enfermedades y 
es inducida por moléculas señal relacionadas con defensa en plantas. 
El tercer gen más sobre-expresado corresponde a una isoforma del inhibidor de la pectin 
metilesterasa. La inducción de proteínas que afectan la integridad de la pared celular 
como las glucanasas, quitinasas y otras hidrolasas, es otra respuesta de defensa 
importante a la infección. Giovane et al. (2004) mostraron que niveles reducido de 
síntesis de celulosa, causados por mutaciones en genes de celulosa sintasa y en genes 
que afectan la expansión celular, activan la síntesis de lignina y la respuesta de defensa 
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a través de la ruta del jasmonato/ etileno y otras vías de señalización. Estas 
observaciones sugieren que  mecanismos que monitorean la integridad de la pared 
celular pueden activar la lignificación y respuesta de defensa (Caño- Delgado et al., 
2003). La pectin metilesterasa (PMEs) importante en el desarrollo de la planta y en 
procesos de defensa, haciendo a la pectina susceptible a la hidrolisis por 
endopoligalacturonasas. La regulación de la actividad de PME por proteínas inhibidoras 
específicas (PMEIs) juegan un importante rol en el desarrollo de la planta así como en 
la defensa influenciando la susceptibilidad de la pared a endopoligalacturonasas 
microbianas.  Lionneti et al. (2007) encontró que las sobre-expresión de PMEIs resulta 
en un significativo incremento  en el longitud d e la raíz y fue mas resistente al hongo 
necrotrofico Botrytis cirinea. 
Los síntomas reducidos causados por el hongo en plantas transgénicas se relacionaron 
con su habilidad afectada para crecer en pectinas metilesterificadas. Otras proteínas 
relacionadas con la pared celular sobre-expresadas en la infección de Sss incluyen la 
cinnamyl-alcohol desidrogenasa, beta-glucosidasa y  celulosa sintasa. 
Estudios de patrones de expresión de estos genes proporcionan nueva información de 
las interacciones entre heridas y señales, incluyendo el ataque de patógenos, factores de 
estrés abiótico y hormonas de plantas. 
 Para latina la variedad tolerante, una de las proteínas que se vio mas sobre-expresada 
fue la α-Galactosidasa. Las α-Galactosidasas hace parte de las glicosil- hidrolasas (GH) 
o carbohidratasas que son un amplio grupo de enzimas que poseen la capacidad de 
hidrolizar el enlace glicosídico de los azúcares, debido a esto juegan un papel 
importante en el metabolismo de la pared celular, y por lo tanto en el crecimiento y 
desarrollo de las células vegetales. Han sido aisladas generalmente de semillas donde 
están involucradas en el clivaje hidrolítico de residuos de α-Galactosa de polisacáridos, 
glicoproteínas glicolipidos y oligosacaridos almacenados durante la germinación 
(Chrost & Schmitz, 2000). Las α-Galactosidasas son importantes en los mecanismos de 
defensa de las plantas ya que los polisacáridos conforman alrededor del 90% del 
apoplasto y de la pared celular, participando en las interacciones célula a célula y 
respuestas de defensa (Taji et al., 2002) En un estudio realizado por Chung et al. 
(2007), se vio que proteínas como la α y β-Galactosidasa, se sobre-regularon en 
presencia del factor de transcripción  NtWIF, normalmente expresado bajo condiciones 
de estrés por heridas ocasionadas por patógenos, entre otros procesos metabólicos. En  
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el estudio realizado por Goodenough & Kempton (2008), se evidenció la sobre- 
expresión de enzimas degradadoras de la pared celular, como la α-Galactosidasa, en 
raíces de tomate después de la infección con el patógeno Pyrenochaeta lycopersici. No 
obstante, Zhou et al., (2011) encontraron que la α-Galactosidasa era una de las proteínas 
que se veía subrregulada bajo el efecto de H2O2, normalmente producido como 
respuesta de defensa. En el estudio confirman que la baja expresión de esta proteína 
podría reducir la hidrolisis de glucanos y otros polisacáridos ocasionando acumulación 
de rafinosa, lo que disminuiría el deterioro por estrés oxidativo, estabilizando la 
membrana y confiriendo tolerancia a varios factores de estrés abiótico.  
Otra de las enzimas que presento altos niveles de expresión fue identificada como Fitol 
quinasa, esta enzima participa en el metabolismo del fitol, haciendo parte de las rutas 
biosintéticas de la clorofila, el tocoferol y los ésteres de lípidos (Ischebeck et al., 2006) 
encontrándose en la ruta base de la síntesis de la vitamina E en Solanum licopersicum y 
Arabidopsis thaliana (Almeida et al., 2011). Los tocoferoles son antioxidantes 
lipofílicos, sintetizados exclusivamente en organismos fotosintéticos. Por su carácter 
antioxidante, su acumulación sirve como mecanismo para contrarrestar los efectos del 
estrés oxidativo, ocasionado por la liberación de ROS en condiciones de estrés biótico o 
abiótico (Abbasi et al., 2007). Como un ejemplo de lo anterior Keles et al. (2002) 
encontraron que los niveles de α-tocoferol incrementan notablemente con el estrés por 
drogas, concentración salina, así como bajo condiciones de estrés por altas 
temperaturas, en plántulas de trigo. El cambio diferencial en los niveles de α-tocoferol 
en respuesta a limitaciones ambientales, depende de la magnitud del estrés y de la 
sensibilidad de la especie al estrés. Cambios en los niveles de α-tocoferol resultan de la 
expresión alterada de genes relacionados con rutas metabólicas de degradación y 
reciclaje, asumiéndose de manera general que el incremento del α-tocoferol contribuye 
con la tolerancia de la planta al estrés, mientras que su disminución favorece el daño 
oxidativo (Munné- Boch, 2005). 
Valentin et al., (2006), encontraron que la enzima fitol- quinasa es fundamental en la 
síntesis y acumulación de α-tocoferol en semillas de A. thaliana, así como en la 
activación y reutilización del fitol producido en el metabolismo de degradación de la 
clorofila.  La secuencia correspondiente a fitol quinasa fue anotada mediante 
BLAST2GO, encontrando que corresponde también a la enzima Fosfatidato 
citidiltransferasa (EC 2.7.7.41), que pertenece a la familia de las citidiltransferasas, 
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participa en el sistema se señalización celular del fosfatidilinositol.  Teniendo en cuenta 
lo anterior la sobre- expresión de la fitolquinasa podría revelar indirectamente una 
respuesta hipersensible al ataque de Sss, por parte de las plantas de la variedad tolerante 
Criolla Latina.  
 
Tabla 4. 4 Lista de las 50 proteínas sobre-expresadas en S. phureja cv. Colombia 
GenBank 
ID 
Proteína 
N° Hits 
inoculada 
N° Hits 
Testigo 
αinoculada/ 
αtestigo 
1122419 metallothionein-like protein 20 3 3297 
74474911 protein phosphatase 2C 15 1 2128 
110083943 pectin methylesterase inhibitor isoform 15 0 2127 
257671782 unnamed protein product 12 0 1480 
257637858 unnamed protein product 11 0 1275 
321149957 ubiquitin extension protein 10 1 1078 
5669654 AF096262_1 ER6 protein 10 0 1078 
7430935 Probable cinnamyl-alcohol dehydrogenase 10 0 1077 
197260357 beta-glucosidase 08 9 0 891 
169481 calcium-binding protein 9 0 889 
21616055 putative calmodulin 9 0 889 
56713950 putative 4-coumarate-CoA ligase 9 1 888 
76573319 unknown 9 0 888 
77999293 unknown 13 0 845 
81074359 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 13 1 845 
24745954 low temperature and salt responsive protein 12 0 739 
78191444 ribosomal protein L11-like protein 8 0 711 
82623389 protein tyrosine phosphatase-like 8 0 710 
164431178 S-adenosylmethionine decarboxylase 2 8 1 709 
166204101 Asr2 8 0 709 
1495804 13-lipoxygenase 8 1 708 
21485 induced stolon tip protein 11 1 636 
92429385 aromatic amino acid decarboxylase 1B 7 0 545 
218409102 unnamed protein product 7 0 545 
4098250 similar to S.tuberosum ci21A 7 1 543 
218406026 unnamed protein product 4 0 543 
76160933 ribosomal protein L27a-like protein 7 1 542 
82623411 ribosomal protein L3-like 9 0 444 
227247902 unnamed protein product 9 0 444 
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Continuación Tabla 4.4. 
 
Tabla 4. 5 Lista de las 50 proteinas sobreexpresadas en S. phureja cv. Latina  
GenBank ID Proteína 
N° Hits 
Testigo 
N° Hits 
inoculada 
αinoculada/ 
αtestigo 
91176610 unknown 5 0 1377 
23452226 alkaline alpha-galactosidase seed imbibition protein 5 0 1373 
48057662 Putative late blight resistance protein, identical 4 0 823 
89241711 ribosomal protein S19 4 0 816 
68449758 oxoglutarate/malate translocator 3 0 379 
89241663 RNA polymerase beta chain 3 0 379 
325516266 phytol kinase 3 0 378 
55584170 NADH-ubiquinone oxidoreductase 3 0 378 
21325920 cytochrome oxidase subunit III 4 1 273 
171854593 succinic semialdehyde dehydrogenase 3 1 127 
GenBank 
ID 
Proteína 
N° Hits 
inoculada 
N° Hits 
Testigo 
αinoculada/ 
αtestigo 
89258107 thioredoxin 9 0 444 
296910 peroxidase 4 1 392 
400725 PAL1 S. tuberosum 4 0 391 
170773912 bZIP transcription factor protein 6 0 391 
1435157 histone H3 variant H3.3 6 0 391 
76160949 unknown 6 0 391 
321149987 auxin-induced protein PCNT115 5 0 390 
24745884 glutathion S-transferase 6 1 390 
77416931 UDP-glucose:protein transglucosylase-like 5 0 390 
4877653 AF118844_1 ethylene receptor homolog 5 0 390 
483586 ribosomal protein L37 6 1 390 
114432126 C-repeat binding factor 1 6 0 390 
1902894 QM family protein 6 0 390 
77999265 major intrinsic protein 1-like protein 4 0 389 
150406379 C2H2-type zinc finger protein 8 0 355 
76161008 glycoprotein-like protein 7 0 272 
211853240 homeodomain leucine zipper protein 7 1 272 
195549553 salt responsive protein 2 4 0 272 
6691519 EEF53 7 0 271 
31074969 erg-1 7 0 271 
164458462 RAP2.6-like protein 4 1 256 
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668985 NADH dehydrogenase 3 1 127 
24745954 low temperature and salt responsive protein 3 1 126 
4098250 ci21A gene product 3 1 126 
15984222 unnamed protein product 3 1 126 
228359 alcohol dehydrogenase 2 0 97 
113205137 Polyprotein, putative 2 0 96 
5901747 bZIP DNA-binding protein 2 0 96 
256542214 galactinol synthase 2 0 96 
15796550 unnamed protein product 2 0 96 
16933569 unknown 2 0 96 
29892963 elongation factor 2 0 96 
89241727 NADH dehydrogenase subunit 1 2 0 96 
47825005 hypothetical protein SDM1 2 0 96 
395261 flavonoid hydroxylase (P450) 2 0 96 
126843214 gibberellin 2-oxidase 2 0 96 
4688656 ribosomal protein S7 2 0 96 
76573363 unknown 2 0 96 
29465622 alternative oxidase 1a 2 0 96 
82754681 ycf1 protein 2 0 96 
21491 unnamed protein product 2 0 96 
13620226 hypothetical protein 2 0 96 
83283973 ubiquitin-conjugating enzyme E2-like protein 2 0 95 
218409102 unnamed protein product 2 1 32 
24745889 NAD(P)H:quinone oxidoreductase 2 1 32 
219902427 unnamed protein product 2 1 32 
11991527 mitochondrial formate dehydrogenase precursor 2 1 32 
76573335 RUB1-conjugating enzyme-like protein 2 1 32 
85718018 UDP-apiose/xylose synthase 2 1 32 
76573337 unknown 2 1 32 
2388885 glutathione peroxidase 2 1 32 
21485 induced stolon tip protein 2 1 32 
292806707 proton pump interactor 1 2 1 32 
1381633 ATP-diphosphohydrolase 2 1 32 
17224229 profilin 2 1 32 
76160933 ribosomal protein L27a-like protein 2 1 32 
1165118 cytochrome oxidase subunit I 3 2 4 
76160925 unknown 5 3 4 
184161306 vacoular processing enzyme 1 5 3 4 
31074969 erg-1 9 5 3 
 119 
 
Proteínas normalmente sobre expresadas en otras interacciones planta- patógeno como 
las involucradas en vías de señalización,  modificación de pared celular, Ruta de los 
fenilpropanoides, biosíntesis de ácido jasmonico, bomba oxidativa y síntesis de Etileno 
entre otras (Talarczyk & Henning, 2001), también se detectaron en las dos variedades 
evaluadas, pero con perfiles de expresión diferentes a los reportados. En la variedad 
susceptible Colombia, se evidencia la sobreexpresión de proteínas ricas en repeticiones 
de leucina, Lipoxigenasas y Pectinesterasas, que de acuerdo a varios estudios, 
incrementan sus niveles en las primeras etapas de la interacción; (Agarwal et al., 2011), 
por otro lado en la variedad tolerante latina, no se evidenció sobre-expresión de dichos 
genes, por el contrario los niveles de alfa revelan que hubo sub- expresión de dichos 
genes con respecto a la planta testigo (Tabla 4.6).   Adicionalmente se observo que una 
de las proteínas clave en la respuesta hipersensible, como la Glutatión Peroxidasa no 
tuvo hits en la planta susceptible, mientras que en la variedad Latina se vio sobre 
expresada alrededor de 10 veces.   
Otra proteína diferencialmente expresada, fue un precursor de expansinas. Las 
expansinas son proteínas que contribuyen la formación de células gigantes, por lo cual 
están involucradas en la expansión celular, desprendimiento de la red entrecruzada  de 
celulosa/glicano, y cambios en la pared celular a través de modificaciones en las 
incrustaciones de lignina. Los niveles de expresión de las expansinas se han visto 
incrementados en interacciones planta – nematodo, lo cual se ha relacionado con la 
formación de células gigantes, síntoma carácteristico de enfermedades ocasionadas por 
nematodos (Wise et al., 2007).  Estas proteínas se vieron sobre- reguladas en las plantas 
inoculadas de la variedad Criolla Colombia, lo cual es consistente con la formación de 
agallas en raíces, síntomas propios de la enfermedad ocasionados por Sss. 
De acuerdo a lo anterior, se evidencia que proteínas que normalmente participan en el 
proceso de infección, se expresaron en la variedad susceptible Criolla Colombia, 
mientras que sus niveles fueron muy bajos para la variedad tolerante Latina. Esto 
inicialmente refleja la relación de patógeno-hospedero que existe entre Sss-Criolla 
Colombia, pues los altos niveles de precursores de expansinas indican que la planta 
estaba respondiendo a la infección, caso contrario ocurrió con Latina, en la que los 
niveles de estas proteínas fueron muy bajos. En segundo lugar, las bajas relaciones entre 
los niveles de alfa para plantas innoculadas y sin inocular, presentes en la variedad 
Latina sugieren que la tolerancia de este material no se debe a la expresión de genes de 
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defensa justo en el momento de la infección, sino por el contrario, los genes 
involucrados podrían estar expresándose de manera constitutiva, evitando que el 
proceso de infección se desarrolle completamente.  
 
Tabla 4. 6. Niveles de alfa de proteínas involucradas en interacciones planta patógeno 
Proteína αinoculada/ 
αtestigo Latina 
αinoculada/ 
αtestigo 
Colombia 
 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase  0 - 
 CBL-interacting protein kinase 6  0 0 
 cytokinin oxidase/dehydrogenase  0 - 
 endo-1,4-beta-glucanase  0 - 
 expansin precursor  2 13 
 gibberellin 2-oxidase  0 - 
 glutathione peroxidase 16 - 
 leucine-rich repeat family protein  1 30 
 lipoxygenase  1 101 
 mitogen-activated protein kinase 3  - 3 
 NADPH oxidase  0 - 
 pectinesterase  0 143 
 phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase  0 - 
 protein kinase  1 46 
 protein phosphatase 2C  - 709 
 rapid alkalinization factor 2 1 0 
 Receptor protein kinase, putative  1 - 
 RING-H2 zinc finger protein  0 - 
 serine/threonine protein kinase 1 15 
 WRKY  0 0 
 zinc finger protein  0 45 
Finalmente la respuesta tolerante de Latina, podría estar ligada a la síntesis de ROS y 
bomba oxidativa, dada la expresión de proteínas como la alfa galactosidasa, y 
fitolquinasa que se han visto expresadas en situaciones de estrés oxidativo, lo cual se 
podría asociar como un marcador indirecto de la respuesta hipersensible. 
Los mecanismos de defensa de plantas a patógenos involucran una amplia gama de 
estrategias y por lo tanto, un gran numero de genes, proteínas y rutas metabólicas. En el 
caso de la interacción Solanum phureja- Spongospora subterranea sf. subterranea es 
muy poco lo que se conoce, por lo tanto lo reportado en este estudio sirve como una 
base para continuar dilucidando los mecanismos asociados a resistencia, que un futuro 
puedan contribuir al control y manejo de la sarna polvosa de la papa. 
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5 CAPITULO 3. DETECCIÓN POR qRT-PCR DE GENES 
POTENCIALMENTE ASOCIADOS A RESISTENCIA EN DIFERENTES 
ACCESIONES DE LA COLECCIÓN COLOMBIANA DE Solanum phureja. 
 
5.1 RESUMEN 
 
La papa criolla Solanum phureja, es una de las variedades más cultivadas en Colombia 
y con mayor demanda en el mercado local e internacional. No obstante factores 
limitantes como las enfermedades y las plagas del cultivo desmejoran la calidad del 
producto trayendo graves consecuencias para la comercialización, en especial el 
plasmodiophorido Spongospora subterranea f.sp subterranea, que recientemente se ha 
constituido como uno de los principales factores limitantes en el cultivo. Una alternativa 
para dar solución a dicha problemática es la búsqueda y generación de nuevas 
variedades mediante el mejoramiento genético con selección asistida por marcadores 
(MAS), haciendo uso de técnicas como RT-PCR en tiempo real. En este estudio se 
evaluó el cambio en la expresión de genes que presentaron expresión diferencial en dos 
materiales contrastantes por su susceptibilidad a la infección ocasionada por Sss, en 10 
materiales de la colección Colombiana de Solanum phureja, mediante RT- PCR en 
tiempo real. Los resultados indican  que los genes de alfa galactosidasa, la proteína de 
resistencia a tizón tardío y fitolquinasa, están asociados a la tolerancia de las plantas a la 
enfermedad, dados sus niveles de expresión relativamente altos en variedades con bajos 
niveles de susceptibilidad a la enfermedad. . 
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5.2 INTRODUCCIÓN 
 
La papa criolla, Solanum phureja, es una de las variedades más cultivadas en Colombia 
y con mayor demanda en el mercado local e internacional debido a sus características de 
textura, sabor y valor nutricional (Burgos et al., 2009). A nivel mundial los principales 
productores de papa criolla son Colombia y Ecuador aunque las cantidades exportadas 
no son significativas ni suficientes para abastecer la demanda, en parte debido 
problemas de calidad (Cevipapa, 2004). La oferta de papa criolla en Colombia es 
relativamente baja debido a la estacionalidad del cultivo y a la carencia de un clon que 
permita obtener un producto homogéneo en términos de calidad, sabor y consistencia 
para exportación. Otros factores limitantes son las enfermedades y las plagas del cultivo 
que desmejoran la calidad del producto o su apariencia, trayendo graves consecuencias 
para la comercialización, dadas las altas exigencias y estándares de la industria 
alimenticia (Cevipapa, 2004). 
Recientemente, el plasmodiophorido Spongospora subterranea f.sp subterranea se ha 
convertido en uno de los principales factores limitantes en el cultivo, dado su difícil 
manejo y la sintomatología que produce al causar la enfermedad. Este patógeno genera 
procesos de hiperplasia e hipertrofia, ocasionando la formación de agallas o tumores 
lisos de forma irregular en raíces y pústulas en tubérculos que en estado de madurez 
liberan las estructuras de resistencia del patógeno (Harrison et al., 1997., Van de Graaf 
et al., 2007).  
Una alternativa para dar solución a dicha problemática es la búsqueda y generación de 
nuevas variedades mediante el mejoramiento genético. Para ello, Corpoica y la 
Universidad Nacional de Colombia, entidades que se han encargado del mejoramiento 
de papa en Colombia durante los últimos 15 años,  se han planteado como objetivos 
específicos a mediano plazo realizar mejoramiento poblacional para la resistencia a la 
sarna polvosa causada por S. subterranea, que ha limitado considerablemente el 
desarrollo del cultivo en el oriente antioqueño y en diferentes municipios de Boyacá y 
Cundinamarca (Ñústez, 2011). 
Una de las estrategias más útiles en los programas de mejoramiento es la selección 
asistida por marcadores (MAS). Esta metodología se destaca entre los métodos 
convencionales, porque ofrece ventajas como disminución del tiempo de ejecución de 
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los ensayos (que deben llevarse a cabo en ciertas épocas del año, o en localidades 
específicas), eliminación de evaluaciones fenotípicas poco confiables debido a efectos 
ambientales y transferencia de genes no deseados o deletéreos, entre otras (Collard et 
al., 2005). MAS es un método que emplea marcadores moleculares asociados con 
rasgos de interés para seleccionar plantas en estados juveniles, acelerando el proceso de 
mejoramiento tradicional y reduciendo los costos de mantenimiento (Varshney et al., 
2008). 
Tradicionalmente la búsqueda de marcadores moleculares para MAS se ha llevado a 
cabo mediante el mapeo del genoma a través de técnicas derivadas de PCR como 
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLPs (restriction fragment 
length polymorphism) y SSR (Simple Sequence Repeat). En papa, estos estudios se han 
desarrollado para detectar marcadores asociados a resistencia Phytophtothora infestans 
(Ewing et al., 2000), Globodera rostochiensis (Kreike et al., 1993) y Erwinia 
carotovora ssp. Atroseptica (Zimnoch-Guzowska et al. 2000), principilamente. 
Recientemente los avances en técnicas moleculares como la secuenciación de siguiente 
generación, PCR y RT- PCR en tiempo real han facilitado la búsqueda de genes 
asociados a diferentes características de interés como la resistencia de plantas a 
patógenos. En el estudio realizado por Gal et al., 2007, se empleo qPCR y localización 
in situ para demostrar la inducción de la expansina LeEX P A5, proteína identificada 
como facilitadora de la infección de Meloidogyne javanica, en células adyacentes al 
lugar de infección del patógeno en plantas de tomate. Los resultados indican que la 
expresión de estas proteínas es fundamental para el desarrollo de la enfermedad, por lo 
cual podría contribuir con el desarrollo de técnicas de manejo de la enfermedad. 
En el estudio realizado por Faino et al. (2010), transformaron plantas de tomate con el 
gen R1 de la papa, y evaluaron su correcta introgresión mediante q PCR, detectando que 
el gen PR-1 se expresa específicamente durante la infección con el patogeno P. 
infestans, incrementando la sus niveles de expresión durante la respuesta de resistencia 
de la planta. 
Por otro lado en el trabajo de Orlowska et al, (2011) mediante el empleo de q RT-PCR, 
pudieron analizarse los perfiles de expresión de genes involucrados durante los 7 
primeros tiempos después de la inoculación, en la interacción de P. infestans y S. 
tuberosum en las variedades Bintje (susceptible) y Sarpo y Mira (resistentes), 
encontrando que cinco transcritos se inducían en altos niveles en materiales resistentes y 
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en muy bajos niveles en materiales susceptibles. Con los resultados obtenidos los 
autores proponen a dichos genes como candidatos para ser marcadores moleculares para 
la selección de nuevas variedades resistentes. 
En este trabajo se evaluó el cambio en la expresión de los genes de metalotioneina, 
inhibidor de pectin metilesterasa, factor de elongación 1α, alfa-galactosidasa, una 
proteína putativa de resistencia a tinzón tardío, fitolquinasa, y una proteína sin 
identificar (contig572) en 10 materiales de la colección Colombiana de Solanum 
phureja, mediante RT- PCR en tiempo real. Los genes evaluados fueron seleccionados 
ya que presentaron expresión diferencial en dos materiales contrastantes por su 
susceptibilidad a la infección ocasionada por Sss en un estudio previo. 
 
5.3 MATERIALES Y MÉTODOS  
 
5.3.1 Material vegetal 
 
Se seleccionaron 10 materiales de la selección Colombia de Solanum phureja, que 
presentan diferentes grado de resistencia a S. subterranea, además de  las variedades 
Criolla Colombia (susceptible) y Criolla Latina (tolerante), previamente estudiadas 
mediante secuenciación de nueva generación. La susceptibilidad de las 10 accesiones de 
la colección a Sss (Tabla 5.1) ya había sido determinada en el trabajo de Ramírez (2011) 
mediante la detección de la sintomatología característica (presencia de agallas en raíces 
y pústulas en tubérculos), visualización de estructuras infectivas de Sss, y pruebas de 
PCR con primers específicos para Sss en bioensayos de inoculación.  
Las plántulas evaluadas se obtuvieron a partir de esquejes de tallo lateral de acuerdo con 
el método descrito por Cotes y Ñustez (2001), induciendo el enraizamiento con 
Hormonagro Nº 1. Las plántulas solo se utilizaron para los bioensayos después de la 
emergencia del primer par de hojas nuevas o verdaderas. El ensayo se llevo a cabo en la 
finca Paysandú de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellín, en el 
corregimiento de Santa Elena (Antioquia) bajo condiciones ambientales. 
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Tabla 5. 1. Niveles de incidencia de S.subterranea en 11 accesiones de la colección 
colombiana de S. phureja (Ramirez, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.2 Inoculación y Colección de tejido 
La solución de zoosporas se obtuvo disolviendo el inóculo de agallas de raíz en 150 ml 
de agua destilada a 20ºC durante 4 días, hasta alcanzar una concentración de 1X10⁴ 
quistosoros/ml empleando plantas de la variedad susceptible como ―cebo‖ (Corrales, 
2009). Después de este tiempo, se introdujeron las plántulas en la solución de zoosporas 
y se tomaron muestras de raíz aleatoriamente de cada planta, en diferentes tiempos 
después de la inoculación (Tabla 5.2). Después de 48 horas post inoculación (hpi), las 
plantas fueron retiradas de la solución de zoosporas para promover la infección y luego 
se conservaron en solución nutritiva de Hoagland hasta el final del ensayo (30 dpi). Para 
cada material, se manejaron tres réplicas inoculadas y un testigo sometido a las mismas 
condiciones de crecimiento, pero sin inoculación de zoosporas. Las muestras de raices 
se congelaron en nitrógeno líquido inmediatamente después de su colección y se 
almacenaron a -80°C. 
 
Tabla 5. 2 Tiempos de evaluación del bioensayo después de la inoculación. 
Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Tiempo ½ 
hpi* 
1 
hpi 
3 
hpi 
6 
hpi 
12 
hpi 
24 
hpi 
48 
hpi 
72 
hpi 
6 
dpi** 
12 
dpi 
24 
dpi 
30 
dpi 
*hpi, horas post-inoculación. ** dpi, dias post-inoculación 
Accesión 
Valor medio estimado para 
incidencia de Sss 
Colombia 0,01910 
Latina 0,00910 
C6 0,00050 
C23 0,00030 
C35 0,00060 
C63 0,00040 
C65 0,00320 
C86 0,00640 
C94 0,00000 
C101 0,00020 
C102 0,00000 
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5.3.3 Diseño de Cebadores 
 
Los cebadores se diseñaron a partir de las secuencias de los genes que se sobre- 
expresaron en los materiales susceptible (Colombia) y tolerante (Latina) después de la 
infección con Sss. Las secuencias utilizadas corresponden a contigs de los genes: 
proteína similar a la metalotioneina (MET), Isoforma del inhibidor de la pectin 
metilesterasa (PM) y Factor de elongación 1α (EF), sobreexpresadas en el material 
susceptible Colombia; y alfa- galactosidasa (ALFA), proteína putativa de resistencia a 
tinzón tardío (LBR), fitolquinasa (PHYTOL), además de una proteína sin identificar 
(C572), genes sobreexpresados en el material tolerante (Figura 5.1). Se empleo el 
software primer3 (Rozen y Skaletsky, 1998) para el diseño de los primers y se 
comprobó su especificidad con PimerBlast (Rozen y Skaletsky, 2000).  
 
5.3.4 Extracción de ARN y RT-PCR en tiempo real 
 
Se extrajo ARN de las 12 accesiones a evaluar, extrayendo 100 mg de tejido de raíz con 
el kit RNeasy plant mini (Qiagen) de los tiempos: 0 hpi (A), 1  y 2hpi (B), 4hpi (C) y 12 
hpi (D), para cada accesión, siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniendo un 
total de 48 muestras. Se llevaron a cabo las reacciones de qRT-PCR en dos pasos. Para 
esto se emplearon 2 µL del cebador oligo- dT (10mM), 2 µL de ARN y 7,5 µL de agua 
tratada con DEPC. Se incubo a 65°C durante 5 minutos, se llevó a baño de hielo y 
posteriormente se continuo con la reacción adicionando: 4 µL de buffer de reacción 5X, 
0,5 µL de inhibidor de RNasa (40U/µl), 2 µL de dNTPs (10mM) y 2 µl de enzima M-
MuLV Transcriptasa Reversa (20 U/µl) (Fermentas, Lituania). Se incubo a 37°C 
durante 30 minutos y posteriormente se detuvo la reacción incubando a 70°C por 10 
minutos. El cDNA se cuantificó por absorbancia en las longitudes de onda de 260 y 280 
nm mediante un Nanodrop 2000C (Thermo, EEUU) y se hicieron diluciones de las 
muestras hasta llevarlas a una concentración de 250 ng/µL para continuar con la 
reacción de qPCR. 
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Figura 5. 1 Primers diseñados para cada uno de los genes diferencialmente expresados en la interacción en dos materiales contrastantes por su 
susceptibilidad a S.subterranea,  
 128 
 
Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo con dos kit: Maxima SYBR Green/Rox 
qPCR Master Mix (Thermo Scientific) y Quantitech SYBR Green PCR Master Mix 
(Qiagen). Para el primero se emplearon los volúmenes por reacción especificados en la 
tabla 5.3 y el programa consistió en una desnaturalización inicial de 95°C durante 10 
minutos, seguida por 45 ciclos de desnaturalización a 95°C por 15 segundos, y 
extensión y annealing a 60°C durante 60 segundos. Para el kit Quantitech SYBR Green 
PCR Master Mix (Qiagen) se emplearon los volúmenes por reacción especificados en la 
tabla 5.3 y el programa consistió en una desnaturalización inicial de 95°C durante 15 
minutos, seguida por 45 ciclos de desnaturalización a 94°C por 15 segundos, extensión 
a 60 °C por 30 segundos y annealing a 70°C durante 30 segundos. Todas las reacciones 
se llevaron a cabo con un volumen final de 12.5 µL y se corrieron en el equipo Rotor-
Gene Q 5plex Platform (Qiagen). 
 
Tabla 5. 3 Volúmenes para las reacciones de qPCR con los dos protocolos empleados. 
 
 
 
 
 
5.3.5 Análisis de Resultados 
 
Para evaluar los niveles de expresión de los genes evaluados se empleo el método 2
-ΔΔCT 
(Livak y Schmittgen, 2001). Para esto se corrieron curvas de calibración para cada uno 
de los cebadores diseñados haciendo diluciones seriadas del cDNA, el valor de Ct se 
estableció empleando los parámetros del equipo. Para la determinación del cambio en la 
expresión de genes se realizó la normalización de los datos de Ct con el tiempo 0 y con 
el gen de referencia Factor de elongación 1 alfa (EF1α) para cada muestra en cada 
tiempo evaluado, mediante la ecuación: 
                                         
                                                                                                       
 
  
 Thermo Scientific (µl) Qiagen (µl) 
Agua 4.5 4.51 
Mix 6.3 6.25 
Primer Forward (10mM) 0.35 0.37 
Primer Reverse (10mM) 0.35 0.37 
DNA 1 1 
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5.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.4.1 Obtención de Material vegetal 
En este estudio se obtuvieron 20 plántulas de cada material con buena cantidad de tejido 
radical, de las cuales se extrajo el ARN (Figura 5.2).  Después de la extracción de ARN 
se hizo la retrotranscripción y posteriormente una cuantificación del cDNA, que reflejó 
concentraciones de cDNA  de 1556 ±316 ng/µL y una buena relación entre las 
absorbancias a 260/280 nm (Anexo 5.5.1). 
 
Figura 5. 2 Izquierda, plántulas obtenidas después del proceso de enraizamiento; 
Derecha plántulas de 10 accesiones de la colección colombiana de S. phureja durante el 
proceso de inoculación con S. subterránea. 
 
5.4.2 RT-PCR en tiempo Real 
 
Teniendo en cuenta las secuencias de los contigs que presentaron mayores niveles de 
expresión se diseñaron primers (Tabla 5.4) para evaluar la expresión dichos genes en 10 
accesiones de la colección colombiana de S. phureja con diferentes niveles de 
susceptibilidad a Sss. Al llevar a cabo las reacciones de qPCR se realizó el análisis de la 
curva de disociación, que evidenció la especificidad de los cebadores diseñados (Figura 
5.3). Adicionalmente se corrieron geles de electroforesis con los productos amplificados 
de muestras de la colección, confirmándose la especificidad de los primers (figura 5.4).  
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Figura 5. 3 Análisis de curva de disociación para 4 cebadores: A:Contig572 
B:Metalotioneina C: Proteína putativa de resistencia a tinzón tardío, D: Factor de 
elongación 1alfa. La especificidad se evidencia en la presencia de un solo pico en las 
temperaturas 79°C, 81,5°C, 77,5°C y 83°C respectivamente. 
 
Tabla 5. 4. Cebadores diseñados para la amplificación en tiempo real de genes sobre- 
expresados en la interacción S.phureja- Sss. 
Gen Cebador Primers 5' - 3' 
Tamaño 
amplicon 
Tm 
Contig 572 
Contig572F TTTCTGCTTGGACTGGGAAG 
100 pb 
54 
Contig572R ATTTCAACGCCTTCTTGAGC 53,4 
Alfa- galactosidasa 
alpha-galactosidase F1 CAATGAGCGGTAGAAGCAAG 
106 
52,5 
alpha-galactosidase R1 TGGACCGGAACTAATGGAAG 53,7 
Proteína putativa 
de resistencia a 
tinzón tardío 
late_b resist F1 TCATCGTCGACAGTCCATTC 
97 
52,8 
late_b resist R1 ATGCAAAATGGGAAGTGAGG 53,7 
Fitolquinasa 
phytol kinase F GTCAACAAGGAGCAATTCTAGC 
110 
52,3 
phytol kinase R GGCTCATAGACTTGACAGTTGC 52,9 
Inhibidor de pectin 
metilesterasa 
PectinMetil_InhF CGCCGCAGCCTCTACCAGTT 
144 
61,1 
PectinMetil_InhR AGGCTCACGGACAGAGCCGT 60,6 
Metalotioneina 
MetallotF1 CAAGTGCGGCAGTGGCTGTG 
100 
62,1 
MetallotR1 CAGGTCCCACCCCAAGCACC 63,1 
Factor de 
elongación 1alfa 
EF1QF ACCCAGCAAAGGGTGCTGCC 
104 
62,9 
EF1QR GGGAGGTGTGGCAGTCGAGC 61,4 
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Figura 5. 4  Geles de electroforesis de productos amplificados con 3 de los primers 
diseñados. A: EF y MET  Marcador 100pb(1), C3 (3 y 10), C14 (4 y 11), C42 (5 y 12), 
C115 (6 y 13), C137 (7 y 14), C(-) (8 y 15). B: PM Marcador 100pb(1), C3(2), C15(3), 
C42(4), C72(5), C89(6), C(-) (7).  
 
Se corrieron las muestras correspondientes a las 12 accesiones en los cuatro tiempos 
evaluados (0, 1 y 2, 6 y 12 hpi) con los 7 cebadores diseñados (Figura 5.5), y se calculo 
el valor de Ct mediante el empleo de curvas estándar elaboradas para cada cebador con 
diluciones seriadas hasta 10
-4
 del cDNA obtenido (Figura 5.6, tabla 5.5). Con los datos 
correspondientes a los CTs y las curvas de calibración, se procedió con el análisis de 
expresión de genes mediante el método 2
-ΔΔCT
. El método 2
-ΔΔCT
 permite calcular 
cambios relativos en la expresión de un gen determinado, normalizandola con la 
expresión de un gen de referencia,  frente a un tratamiento control. (Livak et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
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Figura 5. 5 Curvas de amplificación de los genes Fitolquinasa (A, D), Alfa- 
galactosidasa (B, E), Inibidor de Pectin- metilesterasa (C, F) para las variedades Latina 
y Colombia(A, B y C)  y para las accesiones C101 y C102 (D, E y F)  
 
  
A 
C 
B 
D 
E 
F 
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Tabla 5. 5 Valores de Ct calculados para las 10 accesiones en los 4 tiempos evaluados 
despues de la inoculación 
Accesión Tiempos EF PM MET C572 ALPHA LBR FITOL 
Colombia 0h 25,31 24,54 27,19 29,09 23,12 23,43 20,46 
Colombia 1h 26,44 25,3 30,23 27,97 24,02 22,51 26,17 
Colombia 6h 24,9 25,86 28,26 27,01 23,45 23,52 23,97 
Colombia 12h 25,79 25,42 26,3 27,1 23,42 22,67 19,61 
Latina 0h 22,21 21,77 23,41 29,64 23,52 24,93 16,3 
Latina 1h 25,66 25,61 28,54 29,17 24,39 23,73 23,92 
Latina 6h 24,32 23,56 27,28 27,47 22,85 22,39 20,17 
Latina 12h 25,8 26,1 29,57 27,73 22,26 22,62 24,57 
C6 0h 24,09 24,33 25,01 23,79 21,28 21,87 21,18 
C6 1h 21,88 22,2 25,27 25,57 23,1 22 20,13 
C6 6h 25,11 24,31 27,37 23,59 24,09 23,12 23,05 
C6 12h 23,08 22,94 22,5 26,13 22,28 22,28 19,44 
C23 0h 24,38 24,57 26,66 23,38 23,66 23,36 21,86 
C23 1h 23,59 23,77 25,15 22,14 23,24 22,33 18,25 
C23 6h 24,72 24,07 26,31 23,9 22,08 20,71 20,77 
C23 12h 26,44 25,51 26,9 25,31 24,54 22 21,88 
C35 0h 24,12 26,58 38,68 24,67 28,31 20,89 24,18 
C35 1h 22,35 25,31 33,03 26,76 29,05 21,91 18,82 
C35 6h 24,6 24,72 34,01 25,55 28 21,35 20,53 
C35 12h 23,84 26,87 37,31 25,07 27,23 21,08 21,16 
C63 0h 24,68 26,71 37,33 27,86 27,4 21,74 23,11 
C63 1h 24,89 25,54 37,04 26,94 28,02 22,08 23,11 
C63 6h 25,22 26,8 36,91 26,07 27,42 22,19 24,22 
C63 12h - 27,24 35,86 25,18 28,29 22,8 23,76 
C65 0h 26,23 25,43 - - - 25,39 24,4 
C65 1h 25,43 26,49 - - - 26,62 25,83 
C65 6h 26,44 26,31 - - - 26,35 27,27 
C65 12h 24,66 25,01 - - 34,12 27,79 23,49 
C86 0h 25,29 25,37 - - 34,59 26,31 29,92 
C86 1h 26,82 24,76 - - 34,47 25,7 23,78 
C86 6h 26,54 26,51 - - 36,81 26,18 24,47 
C86 12h 27,72 27,55 - - 34,08 25,52 24,2 
C92 0h 24,81 33,15 37,52 37,01 28,26 22,86 26,36 
C92 1h 25,49 34,5 - 37,1 28,81 23,36 - 
C92 6h 27,11 32,89 38,88 37,6 29,72 25,71 26,46 
C92 12h 23,66 33,31 43,53 34,83 29,18 22,66 28,82 
C94 0h 22,74 28,38 43,31 38,2 38,39 22,72 25,86 
C94 1h 22,07 27,66 37,63 37,83 - 23,63 22,89 
C94 6h 26,3 30,39 39,82 37,69 - 26,91 27,02 
C94 12h 25,46 28,63 36,91 37,96 38,17 27,3 26,55 
C101 0h 24,36 33,48 32,22 36,81 29,52 22,59 23,75 
C101 1h 25,43 34,51 38,61 39,22 31,67 24,05 28,78 
C101 6h 24,91 32,77 38,44 35,29 30,28 24,26 27,67 
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C101 12h 25,53 33,43 33,47 38,6 28,22 23,86 25,2 
C102 0h 24,7 30,43 34,55 32,08  21,69 25,48 
C102 1h 23,95 30,02 38,75 33,01 38,91 21,36 25,94 
C102 6h 22,06 28,4 31,75 29,12 37,05 19,21 24,04 
C102 12h 22,63 29,01 35,3 30,04 32,44 20,01 26,69 
  
 
Figura 5. 6 Curvas estándar realizadas para cada uno de los cebadores diseñados. 
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5.4.3 Análisis mediante el método 2-ΔΔCt 
 
Existen básicamente dos métodos para el análisis de datos obtenidos a partir de 
experimentos de qRT-PCR y qPCR, la cuantificación absoluta que determina el número 
de copias de un gen dado relacionando la señal de la qPCR con curvas de estandar, y la 
cuantificación relativa, en la que se relaciona la señal de la qPCR de un transcrito en un 
tratamiento a evaluar, frente a un tratamiento control. Generalmente en estudios que 
involucran expresión diferencial de genes aporta mayor información el empleo de la 
cuantificación relativa, para conocer el número de veces que se sobre-expresa un gen 
frente a otro. Por esta razón en el presente estudio se empleó el método 2
-ΔΔCt
 para el 
análisis de los datos y adicionalmente se presenta un modelo alternativo para la 
interpretación de datos de qPCR (Anexo 5.5.3).   
Previo al análisis con el método 2
-ΔΔCt
 era necesario determinar si las eficiencias del gen 
de interés y el de referencia eran aproximadamente iguales, para que el método sea 
valido (Livak et al., 2001). Para esto se hicieron diluciones seriadas a partir de una 
muestra de 1,6 µg de cDNA y fueron amplificadas con cada uno de los primers 
diseñados, luego se calculó la variación del ΔCT (CT Gen evaluado - CT EF), para 
observar la variación del ΔCT con respecto a la dilución de templet. Se graficó el valor 
de ΔCT vs. log dilución de cDNA, encontrándose que la pendiente de la grafica era 
cercana a 0 para todos los genes (0,05± 0,023), lo cual indica que las eficiencias de los 
genes evaluados (MET, PM, ALPHA, LBR, C572, PHYTOL) y el gen de referencia 
(EF) sin similares (Livak et al., 2001). 
 
Posteriormente se llevo a cabo el cálculo del cambio en la expresión, para las 12 
accesiones en los cuatro tiempos evaluados y con los 7 cebadores (Anexo 5.5.2). 
Al comparar los niveles de expresión de los diferentes genes evaluados, se observan 
ciertas tendencias probablemente relacionadas con el nivel de susceptibilidad reportado 
por Ramírez (2011). Inicialmente se puede observar que los genes de la alfa 
galactosidasa, la proteína de resistencia a tizón tardío y la fitolquinasa, asociados con 
tolerancia de la variedad Latina, tienden a incrementar sus niveles de expresión en 
etapas posteriores de la infección con Sss, (6 y 12 hpi)  (Figura 5.7), especialmente en 
las accesiones que presentan bajos niveles de susceptibilidad como C23, C101 y C102 
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(Tabla 5.1). Adicionalmente se evidencia que los niveles de genes asociados al material 
susceptible como el inhibidor de la pectin metilesterasa y la metalotioneina, permanecen 
constantes o incluso en baja proporción en los materiales más resistentes a la 
enfermedad, mientras que en los materiales mas susceptibles (Colombia y C65) se ve un 
incremento a medida que pasan las horas.  
Según el estudio de Ramirez (2011) existen materiales mas resistentes que Latina a la 
enfermedad, como por ejemplo C23, C86, C94, C101 y C102, que son los que menores 
valores de incidencia presentan. Sin embargo, se puede observar que aunque los 
materiales mas resistentes presentan una expresión proporcional de los genes asociados 
a la tolerancia a la enfermedad, Latina manifiesta un cambio mucho mas notorio en la 
expresión (de 20 a 60 veces), lo anterior podría sugerir que es precisamente la magnitud 
en el cambio de expresión de genes de defensa como alfa galactosidasa, la proteína de 
resistencia a tizón tardío y la fitolquinasa, que la hacen tolerante a la enfermedad. 
En estudios previos se ha evaluado la expresión diferencial de genes, en diferentes 
hospederos susceptibles a la infección por plasmodiophoridos, especialmente P. 
brassicae, para dilucidar los mecanismos genéticos involucrados en la interacción 
(Devos et al., 2005; Cao et al, 2008; Devos et al., 2006, Siemens et al., 2006). Estos 
autores soportan que los principales cambios en expresión como en síntesis de proteínas 
se dan durante los primeros días después de la inoculación, tiempo durante el cual el 
protista va pasando por diferentes etapas en su ciclo de vida (Devos et al., 2005). No 
obstante todas las evaluaciones de las interacciones incluyen plantas susceptibles, cuyas 
respuestas están ligadas al desarrollo de la enfermedad. 
Graham et al. (2008), evaluaron los genes expresados en interacciones de hospedero y 
no hospedero entre plantas de cebada y las especies de plasmodiophoridos Polymyxa 
betae y P.graminis, en etapas tempranas de la enfermedad (15, 30, 45 minutos, 1,2 3,4, 
5, 6 y 7 horas después de la inoculación). Como resultado, encontraron que ambas 
especies elicitan una respuesta basal en el hospedero como en el no hospedero, con la 
sobre expresión de genes PR como PR1a, PR5, quitinasas, Glutation S-transferasa, 
proteínas de transferencia de lípidos y tioninas, genes que usualmente se ven activados 
por la respuesta de defensa desencadenada por PAMPs  (Thilmony et al., 2006). No 
obstante, debido a que las muestras de todos los tiempos fueron combinadas en una sola 
para cada interacción, no fue posible determinar cuales se activan como primera 
respuesta de defensa en la resistencia. 
 137 
 
Para que la infección sea efectiva deben transcurrir alrededor de 4 días después de la 
liberación de zoosporas en estados de latencia, para que se reactive su metabolismo, 
adquieran motilidad, ataquen la pared celular y se enquisten, para inyectar su 
protoplasto en el citoplasma del hospedero (Aist y Williams, 1979; Agarwal et al., 
2009). En el presente estudio evaluamos la respuesta de plantas de 12 accesiones de la 
colección Colombiana de  Solanum phureja, en periodos de 1 y 2, 6 y 12 horas después 
de la inoculación con el protozoo Spongospora subterranea f.sp. subterranea. Para ello 
la infección se llevó a cabo después de un periodo de liberación de zoosporas de 4 dias, 
tiempo durante el cual se sumergieron plantas cebo que indujeran la liberación y que 
luego fueron retiradas para la inoculación de las plantas evaluadas. Se corroboró que los 
genes de alfa galactosidasa, la proteína de resistencia a tizón tardío y fitolquinasa, están 
asociados a la tolerancia de las Plantas a la enfermedad, dados sus cambios en los 
niveles de expresión en variedades con bajos niveles de susceptibilidad. 
Por lo anterior se plantea que los genes de alfa galactosidasa, la proteína de resistencia a 
tizón tardío y fitolquinasa, podrían considerarse como una opción para el mejoramiento  
por MAS (Selección Asistida por Marcadores) de variedades de papa criolla tolerantes a 
la enfermedad causada por Spongospora subterranea f.sp. subterranea.    
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Figura 5. 7 Cambio en los niveles de expresión de los 6 genes diferencialmente 
expresados en la interacción S. pureja- Sss en 6 materiales de la Colección colombiana 
de S. pureja. Las flechas señalan los genes con cambio relativo en los niveles de 
expresión con respecto al factor de elongación en diferentes tiempos después de la 
inoculación.  
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5.5 ANEXOS 
Anexo 5.5.1. Cuantificación de cDNA de las muestras 12 accesiones de la Colección 
colombiana de  S.phureja evaluadas. 
 
Accesión 
Concentración 
(ng/uL) 
260/280 Accesión 
Concentración 
(ng/uL) 
260/280 
 BLANCO 0,8 1,96 92A 1612,2 1,67 
23A 1656 1,67 92B 1494,2 1,68 
23B 1771,5 1,7 92C 1585,7 1,68 
23C 1729,4 1,68 92D 1185,1 1,7 
23D 1673,3 1,67 94A 2175,9 1,68 
35A 1608,8 1,67 94B 1946,4 1,66 
35B 1685,5 1,69 94C 1601,5 1,68 
35C 1678,8 1,68 94D 1550,4 1,67 
35D 1623,2 1,67 101A 1579,6 1,68 
63A 1680,5 1,67 101B 1607,9 1,67 
63B 1574,1 1,67 101C 1381,2 1,68 
63C 1628,1 1,66 101D 1598,2 1,68 
63D 1672,6 1,67 102A 1570,7 1,67 
65A 1593 1,68 102B 1513,3 1,66 
65B 1545 1,68 102C 510,5 1,39 
65C 1509,1 1,67 102D 1039,9 1,69 
65D 1590,5 1,71 ColA 1651,6 1,68 
6A 1658,4 1,7 ColB 1631,8 1,67 
6B 1650,3 1,69 ColC 1613,9 1,66 
6C 1621,2 1,68 ColD 1673 1,68 
6D 1657,4 1,69 LatA 1651,4 1,67 
86A 1567,7 1,68 LatB 1587,9 1,67 
86B 1597 1,68 LAtC 1684,7 1,67 
86C 1550,1 1,71 LatD 1668,1 1,67 
86D 1597,8 1,68    
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Anexo 5.5.2. Cambio en el nivel de expresión calculados con el método 2
-ΔΔCT 
        
 tiempos PM MET C572 ALPHA LBR FITOL 
Colombia 1h 1,2924 0,0418 0,2661 4,7568 1,1728 4,1411 
Colombia 6h 0,3015 0,0661 0,3585 3,1821 0,5987 0,7071 
Colombia 12h 0,7579 2,5140 2,5847 5,5404 1,1329 2,3620 
Latina 1h 0,7631 0,0556 0,3121 15,1369 5,9794 25,1067 
Latina 6h 1,2483 0,2952 0,2952 19,4271 6,8685 25,1067 
Latina 12h 0,5987 0,0390 0,1684 45,2548 28,8400 59,7141 
C6 1h 0,9461 0,4475 0,1805 0,0629 0,0612 0,1975 
C6 6h 2,0562 0,5548 0,3950 2,3295 0,2892 0,8526 
C6 12h 1,3013 1,6586 2,8284 0,0981 0,2483 0,3737 
C23 1h 1,0070 7,0616 1,6472 1,3660 0,7738 1,1810 
C23 6h 1,7901 2,6945 1,6133 0,8827 3,7842 7,9447 
C23 12h 2,1735 4,1125 3,5308 1,0943 2,2658 10,7034 
C35 1h 0,7071 12,0420 14,7230 0,0689 0,1756 0,1446 
C35 6h 5,0630 17,5087 35,5062 0,7579 1,7291 1,0140 
C35 12h 0,6736 6,6807 2,1287 0,6242 1,7411 0,7220 
C63 1h 2,6027 1,1567 1,4142 2,1886 0,7526 0,9138 
C63 6h 1,3660 0,6736 1,9453 5,0281 1,4340 1,0644 
C63 12h 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 
C65 1h 0,2755 0,2132 0,0000 0,0000 0,0000 0,2449 
C65 6h 0,6285 0,1582 0,0000 0,0000 0,0000 0,5946 
C65 12h 0,4506 0,6329 0,0000 0,0000 0,0000 0,0638 
C86 1h 4,4076 203,6573 0,0000 0,0000 3,1383 4,4076 
C86 6h 1,0792 103,9683 0,0000 0,0000 0,5105 2,6027 
C86 12h 1,1892 284,0498 0,0000 0,0000 7,6741 9,3179 
C92 1h 0,6285 0,0000 0,0000 1,5052 1,0943 1,1329 
C92 6h 5,8971 4,5948 1,9185 3,2716 1,7901 0,6830 
C92 12h 0,4033 0,0819 0,0070 2,0420 0,2382 0,5176 
C94 1h 1,0353 4,9246 32,2226 0,8123 0,0000 0,3345 
C94 6h 2,9282 5,2780 132,5139 16,7955 0,0000 0,6462 
C94 12h 5,5404 4,0840 556,4083 7,7812 7,6741 0,2755 
C101 1h 1,0281 0,0643 0,0250 0,3950 0,4730 0,7631 
C101 6h 2,3950 0,0967 0,0196 4,1989 0,8645 0,4601 
C101 12h 2,3295 0,8236 0,9461 0,6507 5,5404 0,9330 
C102 1h 0,7900 0,4323 0,0324 0,3121 0,0000 0,7474 
C102 6h 0,6552 0,4353 1,1173 1,2483 0,0000 0,8950 
C102 12h 0,6373 0,1029 0,1416 0,9794 0,0000 0,7631 
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Abstract 
Real-time or quantitative PCR (qPCR) is the most commonly used technique for 
the estimation of the amount of starting material in a PCR or RT-PCR reaction. 
Quantification of PCR product is achieved in real time by measuring the 
increase in fluorescence of intercalating dyes, labeled primers or 
oligonucleotide in the presence of double stranded DNA. This amplification 
curve follows a sigmoid behavior and is used to estimate the relative or absolute 
amount of template using different methods and assumptions. Estimation of C0 
normally requires the measurement of a threshold cycle and some assumption 
about the efficiency of the reaction. An accurate estimation of efficiency is 
paramount for a precise determination of template levels at time zero. Several 
non-linear fitting methods have been implemented to model the sigmoid 
behavior using different empirical models with varying amounts of parameters. 
Several models do exist to account for sigmoid kinetics, however interpretation 
of the corresponding parameters is not straightforward. In this paper a simple 
model of PCR amplification model is deduced and used in the interpretation of 
qPCR experiments. A non-linear regression analysis of this equation gives a 
direct estimation of Co and automatically calculates a parameter k related to the 
reaction efficiency. This model takes into account non-idealities in the 
amplification reaction and avoids a priori assumptions about efficiency.  
Keywords: qPCR, non-linear regression, sigmoid model 
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 Introduction 
Real-time or quantitative PCR (qPCR) is the most commonly used technique for 
the estimation of the amount of starting material in a PCR or RT-PCR reaction. 
qPCR has become an indispensable tool in the assessment of transcription 
levels, determination of pathogen concentrations and detection of single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) (1-3). Quantification of PCR product is 
achieved in real time by measuring the increase in fluorescence of intercalating 
dyes, labeled primers or oligonucleotides in the presence of double stranded 
DNA. The amount of initial template is estimated by determining the number 
amplification of cycles required to get a target fluorescence level. This 
amplification curve is used to calculate the relative or absolute amount of 
template using different methods and assumptions (3). In an ideal situation, the 
number of copies would double after each amplification cycle, however, due to 
several experimental factors this is not normally the case. Due to a limited 
amount of reagents, the PCR amplification process follows a sigmoidal behavior 
characterized by three phases (4). During the lag phase amplification kinetics is 
slow and without any noticeable increase in fluorescence as compared to the 
background. In the exponential phase, there is a perceptible increase of 
fluorescence, which follows an exponential behavior and is typically the most 
useful data in qPCR experiments. Finally, a plateau is reached were no further 
amplification occurs due to exhaustion of reagents. 
Estimation of the initial amount of template, C0, requires the measurement of a 
threshold cycle where fluorescence rises significantly above the background 
level and some assumption about the efficiency of the reaction. It is typically 
assumed that after the lag phase the amplification reaction is exponential, 
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however this behavior only applies when primers and reagents are not limiting. 
Another important parameter is the efficiency of the amplification reaction, 
which ranges between a value of two for a perfect amplification and one when 
no amplification occurs (5). An accurate estimation of efficiency is paramount 
for a precise determination of template levels at time zero. Efficiency can be 
estimated empirically from the slope of a calibration curve at different DNA 
concentrations (6), unfortunately, efficiency can vary significantly dependent on 
the presence of contaminants, PCR inhibitors and pipetting errors among other 
factors. It cannot be guaranteed that reactions in the standard curve have the 
same efficiency as the test samples. Another method estimates efficiency from 
a linear fit to the exponential phase of the amplification curve avoiding the 
necessity of building a calibration curve giving a more accurate estimation of 
individual efficiencies (7). As an alternative, several non-linear fitting methods 
have been implemented to model the sigmoid behavior using different empirical 
models with varying amounts of parameters (8-11). Unfortunately, interpretation 
of the corresponding parameters is not straightforward. A more accurate model 
should account for primer consumption and the sigmoidal behavior of the 
amplification reaction. In this paper a model of PCR amplification is deduced 
and used in the interpretation of qPCR experiments. A non-linear regression 
analysis of this equation gives a direct estimation of relative and initial 
concentration of template and automatically calculates a parameter related to 
the reaction efficiency. This model takes into account non-idealities in the 
amplification reaction and avoids any a priori assumptions about efficiency.  
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Materials and methods 
Real-time PCR  
Primers pairs EF1qF (5’-ACC CAG CAA AGG GTG CTG CC-3’, Tm=62.9 C) 
and EF1qR (5’-GGG AGG TGT GGC AGT CGA GC-3’, Tm=61.4 C) were 
designed to amplify a region of 110 bp of Solanum phureja elongation factor 
EF1A. qPCR assays were carried out in a Rotor-Gene Q real-time cycler 
(QIAGEN) using a Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix kit (Thermo 
Scientific) following the manufacturer’s protocol. Dilutions 1:1, 1:10, 1:100 and 
1:1000 of a DNA amplicon at 123.4 ng/ ml were used as template in the qPCR 
experiments.  For each sample, 4.5 ml ddH20, 6.3 ml mix, 0.35 ml (10 mM) of 
each primer and 1 ml DNA solution was added to the reaction mixture in a final 
volume of 12.5 ml. Reaction mixtures were incubated for ten minutes at 95 °C 
and followed by 30 amplification cycles of 15s at 95 °C and 1 min at 60°C. Four 
repetitions per sample and a no-template control were run. Melting curve and 
gel electrophoresis of the amplification products were employed to confirm the 
presence of a unique amplified product of expected size. Threshold values for 
each qPCR reaction were set at 0.5 and 1.0 units of fluorescence; efficiencies 
were estimated from the slope at the exponential phase using the method 
described by Peirson and collaborators (7). Nonlinear regression of qPCR data 
was performed with the Marquardt algorithm using a custom Matlab script (12). 
 
Results and discussion 
Derivation of the amplification model 
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The polymerase chain reaction can be modeled as a bimolecular reaction 
between template and primers with kinetic constant k. This constant determines 
the reaction rate and can be interpreted as a measure of reaction efficiency that 
encompasses all non-idealities. As the sum of template and primer 
concentration is constant, the kinetics of the PCR reaction can be represented 
by the following differential equation: 
         
[1] 
Where C and P represent the concentration of template and primers 
respectively; Cm is the sum of C and P and corresponds to the maximum 
amount of DNA that can be produced in the PCR reaction.  
Solution of this differential equation results in a formula describing de time-
dependent variation of DNA concentration: 
      [2] 
Where, C0 is template concentration at time 0 which is the value of interest in 
qPCR experiments and B an arbitrary integration constant.  
The effects of each parameter on the amplification curve are shown in Figure 1. 
Variations on initial concentration only affect the position of the amplification 
curve along the x-axis but do not affect the slope at a fixed concentration value 
(Figure 1A). This is the ideal situation for accurate estimation of C0 using 
threshold cycles of amplification. Unfortunately, variations of k and/or Cm can 
have a dramatic effect on the estimation of the threshold cycle for samples with 
the same initial concentration of template (Figure 1B-C). Variations of k can be 
due factors affecting the efficiency of the PCR reaction such as the presence of 

C
t
 kCP  kC(Cm C)

C(t)  B 
CmC0e
ktCm
Cm C0(e
ktCm 1)
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inhibitors. Variations of Cm, on the other hand, can be attributed to pipetting 
errors that can limit the maximum amount of DNA obtained per sample. 
Unfortunately, it is a common practice to analyze qPCR experiments using only 
threshold cycles with dismissal of the remaining data in the amplification curve 
(6). With traditional methods, C0 will be underestimated for samples with low 
efficiency if corrections are not taken into account. A similar situation arises 
when samples reach different final DNA concentrations. Our model can 
discriminate between slow amplification due to inhibition of the PCR reaction by 
limited amount of reagents, variations of efficiency and/or low template 
concentration. 
 
 
Figure 1. Effect of different parameters on a simulated amplification curve.  
 
Application to the analysis of experimental data.  
To test the accuracy of proposed model, a qPCR experiment was performed 
using four dilutions of template (1:1, 1:10, 1:100 and 1:1000) with four 
replicates. Experimentally, the amount of DNA produced during the 
amplification reaction is monitored using either fluorescent probes or DNA-
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binding fluorophores such as SYBR green (1). It is assumed that the amount of 
dsDNA present in the sample is proportional to the amount of fluorescence. 
Therefore, equation [2] must be expressed in terms of fluorescence and include 
corrections due to non-zero baseline and fluorescence drift over time: 

Fn  An  Fb 
F0Fe
nk fF
F  F0(e
nk fF 1)
     [3] 
Where: Fb and Fm correspond to baseline and maximum fluorescence, F0 is the 
fluorescence due to template concentration at the beginning of the amplification 
reaction and kf is a corrected kinetic constant expressed in terms of 
fluorescence units.  A graphical representation of each parameter is presented 
in figure 2. 
 
 
Figure 2. Graphical interpretation of parameters from the amplification curve. 
 
F0 values can used to estimate the relative template using the following 
expression: 
 149 
 
 .      [4]  
Where: Rij is the relative concentration of sample i with respect to sample j, C0 
and C0j are the template concentrations at time zero for samples i and j and F0i 
and F0i is the fluorescence due to the template at time zero for samples i and j. 
An absolute measure of C0 can be calculated using a standard sample with 
known C0 and multiplying by the relative concentration to the standard. F0 can 
be estimated by a non-linear fit of equation [3] to the experimental data, using 
initial estimates A’, Fb’, F’, F0’ and kf’ of the different parameters from the 
amplification curve. Initial estimates of Fb and F are Fb’Fmin and F’Fmax-Fmin, 
where Fmax and Fmin represent the maximum and minimum fluorescence values 
during the amplification curve. A’=0 is a good approximation in cases where the 
fluorescence change over time is not significant An initial estimate of k can be 
calculated using two adjacent data points Fn and Fn-1 in the exponential phase 
and substituting them in the following equation: 

k'
(Fn Fn1)
(Fn F'b )(F'Fn)
     [5]
 
An initial estimator of F0 can be obtaining explicitly by substituting k’, Fb’, and F 
into the following expression: 

F0 '
(Fn Fb)F
Fe
nk fF  (Fn Fb)(e
nk fF 1)
   [6] 
Initial values of A, F0, k, Fb’, and F for the experimental data are shown in table 
1.  
 
 

Rij 
C0i
C0 j

F0i
F0 j
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Table 1. Parameters used in the estimation of relative concentrations by the different methods 
discussed in the text.  
  Initial parameters  Non-linear fit  Ct method 
Dilutio
n 
 Fmin DF’ k’ F0’  A Fb DF k F0 RS
S 
(10
-
2
) 
 Eff Ct 
(0.5
) 
Ct 
(1.0
) 
                 
1:1 
 0.7
2 
2.3
1 
0.3
4 
8.91E
-2 
 
-0.05 
0.0
9 
3.5
8 
0.1
5 
4.17E
-1 
1.6 
 1.3
6 
1 3 
 0.7
7 
2.7
3 
0.2
8 
9.77E
-2 
 
-0.04 
0.1
0 
3.9
2 
0.1
4 
4.35E
-1 
4.1 
 1.3
7 
1 2 
 
0.7
6 
2.7
7 
0.2
6 
1.15E
-1 
 
-0.05 
-
0.0
9 
4.2
9 
0.1
1 
5.78E
-1 
1.6 
 1.3
7 
1 2 
 0.7
1 
2.2
2 
0.3
2 
1.10E
-1 
 
-0.05 
0.0
4 
3.4
8 
0.1
5 
4.55E
-1 
1.3 
 1.3
6 
1 3 
                 
1:10 
 0.4
6 
2.9
1 
0.2
5 
1.47 
E-2 
 
-0.03 
0.4
3 
3.4
6 
0.1
7 
4.20 
E-2 
2.7 
 1.3
6 
4 6 
 0.4
5 
2.8
4 
0.2
5 
1.56 
E-2 
 
-0.03 
0.3
8 
3.5
0 
0.1
6 
5.77 
E-2 
3.0 
 1.3
5 
5 6 
 0.4
6 
3.1
6 
0.2
3 
1.32 
E-2 
 
-0.04 
0.3
9 
3.8
2 
0.1
5 
5.49 
E-2 
2.7 
 1.3
6 
4 6 
 0.4
8 
2.8
8 
0.2
6 
1.18 
E-2 
 
-0.03 
0.4
3 
3.4
3 
0.1
7 
4.31 
E-2 
2.6 
 1.3
6 
4 6 
                 
1:100 
 0.4
4 
2.6
8 
0.2
7 
1.34 
E-3 
 
-0.04 
0.5
2 
3.4
5 
0.1
6 
9.90 
E-3 
2.0 
 1.3
7 
8 9 
 0.4
5 
4.3
3 
0.1
5 
3.99 
E-3 
 
0.00 
0.4
1 
4.3
1 
0.1
4 
6.07 
E-3 
5.1 
 1.4
1 
7 8 
 0.4
3 
3.1
1 
0.2
2 
3.09 
E-3 
 
-0.03 
0.4
8 
3.6
6 
0.1
6 
10.1 
E-3 
2.1 
 1.3
8 
7 9 
 0.4
7 
4.0
4 
0.1
6 
3.04 
E-3 
 
-0.01 
0.4
6 
4.2
5 
0.1
4 
7.66 
E-3 
5.7 
 1.3
8 
7 9 
                 
1:1000 
 
0.4 
2.6
5 
0.2
8 
1.20 
E-4 
 -
0.03
6 
0.5
3 
3.2
8 
0.1
7 
1.81 
E-3 
4.1 
 1.3
6 
11 12 
 0.3
8 
4.8 
0.1
2 
1.40 
E-3 
 0.01
1 
0.3
0 
4.5
3 
0.1
3 
0.86 
E-3 
11.7 
 1.4
5 
11 12 
 
0.3
9 
2.1
7 
0.3
4 
9.96 
E-5 
 -
0.03
2 
0.5
1 
2.7
1 
0.2
1 
1.21 
E-3 
3.0 
 1.3
4 
12 13 
 
0.4
1 
3.0
9 
0.2
3 
1.96 
E-4 
 -
0.02
9 
0.5
3 
3.4
9 
0.1
6 
1.22 
E-3 
3.7 
 1.3
8 
11 12 
                 
 
Figure 3 show that the proposed amplification model gives a very good fit to the 
experimental data with residual sum of squares, RSS, in the 1.3-11.7x10-2 
range (Table 1). Replicates with the same dilution factor exhibited variations in 
the slope, Fmin and Fmin due to experimental error; however, our model was 
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designed to take all these effects into account resulting in a robust estimate of 
F0. A comparison between the target relative concentration and calculated 
relative concentration reveals a systematic overestimation of C0 at low 
concentrations but close to the expected values (Figure 4). This effect is due to 
sampling errors when pipetting low concentrated solutions and has been 
observed in similar studies on qPCR (11).  
 
Figure 3. Fit of the amplification model to experimental qPCR data. 
 
Surprisingly, good estimates of the relative concentrations can also be obtained 
using the graphical estimates of A, k’, Fb’, and F’ and substituting them into 
equation [6]. This is an alternative when non-linear fit to the data is not possible. 
As expected this method is less accurate and shows a higher standard 
deviation of estimated relative concentrations as compared to those calculated 
using non-linear fit (Figure 4).  
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Figure 4. Comparison of initial concentration predictions from various qPCR 
data analysis  methods for gene EF1A. 
 
Our method was contrasted with the procedure reported by which is routinely 
used in the analysis of qPCR data (6). This procedure uses the following 
formula for relative quantification between two samples: 

Rij 
C0i
C0 j

(1 j )
n j
(1 i)
n i
      
[7] 
Where: j and i represent reaction efficiencies and nj and ni threshold cycles for 
each reaction. Efficiency was calculated using a procedure described by 
Peirson and collaborators (14). This procedure requires the determination of a 
cycle n where fluorescence reaches a given threshold value and an estimation 
of reaction efficiency using a linear fit of the logarithmized data within the 
exponential region of the amplification curve. Estimates of relative concentration 
were calculated using two thresholds of fluorescence: 0.5 and 1.0. Relative 
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concentrations were estimated relative to the average cycle number and 
efficiency for the sample without dilution. Threshold cycles and efficiencies are 
reported on table 1. These calculations reveal that the Ct method deviates 
significantly from the known concentrations as shown in figure 4. The biggest 
source of errors probably lies in the assumption that the PCR reaction is 
exponential, a well-known issue in qPCR analysis. This can be clearly seen 
when comparing the average deviation to the target concentrations shown in 
Table 2. The lowest deviations were obtained with relative concentrations 
calculated using the non-linear fit method here proposed with values in the -
1.71-0 range. Estimates using the initial guesses deviated a little more with 
values between -1.71 and zero. Deviations were about an order of magnitude 
higher using the Ct method when compared with estimates from the non-linear 
method. Using a threshold value of 0.5, deviations were observed in the -36.31-
0 range and -42.42-0 for the 1.0 fluorescence threshold.  
 
Table 2. Deviations of initial concentration estimates for qPCR using different methods. 
Dilution  
Initial 
parameters 
 
Non-
linear fit 
 Ct(0.5)  Ct(1.0) 
1:1  0.0  0.0  0.0  -0.01 
1:10  -0.34  -0.05  -2.75  -2.48 
1:100  -1.78  -0.79  -11.99  -11.68 
1:1000  -3.41  -1.71  -36.37  -42.42 
 
Several sigmoidal models have been developed to fit PCR data such as the 
Boltzmann and logistic function (16-19). Fitting of these equations allows a 
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more accurate determination of threshold cycles and efficiency and avoids the 
construction of standard curves. Unfortunately, the empirical nature of these 
models makes it difficult to interpret parameters in terms of experimental 
variables. Even worse, relative concentrations are calculated using classical 
methods that assume the amplification process to be exponential. Contrary to 
previous models, ours is deduced from first principles and each parameter can 
be given a direct experimental interpretation, which can also be used to 
facilitate the interpretation of qPCR runs.  
Conclusion 
The proposed method gives a better performance at determining relative 
concentration in qPCR experiments as compared to the widely used Ct 
method. In contrast to other empirical sigmoidal models, ours is deduced from 
first principles and each parameter can be interpreted in terms of experimental 
events.  
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